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略語一覧 
 
本文中では特に記載のない限り以下の略語を用いた。 
 
APS : ammonium peroxodisulfate 
BPB : bromophenol blue 
BSA : bovine serum albumin 
DMSO : dimethylsulfoxide 
EDTA : ethlylenediamine-N,N,N’,N’-tetraacetic acid 
ELISA : enzyme linked immunosolvent assay 
FACS : fluorescence-activated cell sorter 
FCS : fetal calf serum 
PBS : phosphate buffered saline 
PCR : polymerase chain reaction 
RT : reverse transcriptase 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
siRNA : short interfering RNA 
TBS : tris bufferd saline 
TEMED : N,N,N’,N’-tetramethyl-ethylenediamine 
HE : hematoxylin and eosin 
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序章 
 
 癌は、心疾患、脳血管疾患と共に日本の三大生活習慣病の一つである。生活習慣病とは上記 3
疾患に糖尿病、高血圧、肝臓病などを加え、壮年期以降に高発症する非感染性慢性疾患の総称で、
これらの疾病の発症と食生活や喫煙、飲酒など個人の生活習慣の因子が深く関わっていることが
明らかになった。そこで、生活習慣の改善によって予防できることを国民に意識させるために、
1996 年 12 月、当時の厚生省「公衆衛生審議会」が成人病にかわって、生活習慣に着目した生活
習慣病という概念を新たに導入した。1955 年以降、生活習慣病による死亡数が増加し、三大生活
習慣病は 2004 年において国民総死亡数の 59.1％を占めた。特に癌の死因順位は 1981 年以降第 1
位で、死亡総数に対する割合も増加の一途をたどっている（1，2)。わが国の癌による死亡者数は
2005 年の「厚生省人口動態統計」によれば、325,941 人、総死亡数の 30.1％を占めている（3）。 
 腎細胞癌は日本人の中で頻度が高いものではないが（4)、腎細胞癌の発生頻度は年々増加傾向
にある。1996 年の癌罹患数は 473,239 人であり、そのうち腎癌は 9,360 人（男性 6,375 人、女性
2,985 人）で全癌患者の 2％となっている。1975 年から 1996 年まで、罹患率は男女とも明らか
に増加しており、1975 年では男性 2.5、女性 0.8 であったものが、1993 年には男性 5.7、女性 2.1
と増加し、1996 年では男性 8.8、女性 3.2 となっており、罹患率の増加は疑うべくもない（5）。
また、腎細胞癌による年間の死亡数も年々増加傾向にあり、泌尿器科領域の悪性腫瘍の中で、男
性では前立腺癌、膀胱癌に次いで第 3 位であり、女性では膀胱癌に次いで第 2 位である。最近は
日本において年間約 3,000 人の方が腎臓の悪性腫瘍で死亡されており、その内の約 9 割が腎細胞
癌である（6)。わが国における腎癌の死亡数は、1950 年にはわずか 205 人（男性 114 人、女性 91
人）であったが、40 年後の 1990 年には 2,613 人（男性 1,763 人、女性 850 人）と男性でおよ
そ 15 倍、女性で 9 倍の増加を示している。全癌に対する比率も 1950 年の男性 0.4％、女性 0.3％
に対して、1990 年には男性 1.4％、女性 1.0％となった。年齢調整死亡率も、1950 年の男性 0.4％、
女性 0.3％に対して、1990 年には男性 2.9％、女性 1.0％と増加している（7)。このように、わが
国において腎細胞癌は、死亡数、死亡率、罹患率のいずれにおいても増加傾向を示している癌の
一つである。 
腎細胞癌の発症年齢は 60～70 歳代にピークがある。臨床症状としては肉眼的血尿、腰背部痛、
腹部腫瘤の古典的な 3 徴が有名だったが、腎細胞癌はある程度大きくならないと症状をきたさな
い。検診制度が発達し検査機器の普及しているわが国においては、健康診断の超音波検査などの
際に偶然発見される症状を伴わない患者も多くなっている（5，6)。早期に見つかった場合の臨床
経過は比較的良好であるが、進行した段階で見つかった場合は命を奪う癌である。腎細胞癌の病
気分類は、Ⅰ期：腫瘍は腎被膜内に極限している、Ⅱ期：腫瘍は腎被膜を越えて浸潤するが、Gerota
筋膜を越えない、Ⅲ期：腎静脈腫瘍血栓を伴う、または所属リンパ節に転移している、Ⅳ期：腫
瘍は Gerota 筋膜を越えて隣接臓器に浸潤する、または遠隔臓器に転移している、となっている（5)。
腎細胞癌は初診時すでに 23～29％の症例が遠隔転移を有するⅣ期の症例であり、今日増えつつあ
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る偶然発見される症例でも 14～47％に転移を有している（8)。治療の状況は、統計によって多少
数字が異なるが、5 年生存率は、Ⅰ期は約 80％、Ⅱ期は約 60％、Ⅲ期は約 30％、Ⅳ期は約 20％
である（9)。腎細胞癌は固形癌であり、病巣の手術的完全切除が治療法の中心となる。現在のと
ころ唯一根治性が期待できる治療法であるため、局所進行浸潤例でも周囲臓器の合併切除を合わ
せて根治性を目指す。放射線治療や抗癌剤治療（癌化学療法）は一般的に奏功率が低く、進行性
腎細胞癌患者の治療予後は極めて悪いため、切除不能の進行例・転移例は臨床的に最も大きな課
題となっている（10）。現在、進行性腎細胞癌に対しては外科的切除をベースにサイトカインであ
るインターフェロン‐α（IFN-α）やインターロイキン‐2（IL-2）を単独あるいは併用で用い
るのが一般的であるが、ごく一部の患者に対してのみ効果を表し、非常に強い副作用を示す（11）。
また、有効例でも長期的には不応となる場合が多い（10）。IFN-α、IL-2 のそれぞれ単独あるい
は両者併用の効果に関しては、CR（complete response)率が 5～10％、PR（partial response)
率が 10～15％で、両者を合わせても 15～25％に過ぎず、この割合はここ数年変化していない（12，
13）。そのため、IFN-αや IL-2 などのサイトカインを用いた治療と抗癌剤との併用療法なども試
みられてきた。IFN-αや IL-2 などのサイトカイン単剤療法に比べ、IFN-αと Vinblastine（VBL）
および IFN-αと 5-fluorouracil（5-FU）の組み合わせの近接効果は良好な印象を受ける（14）。
けれども、IFN-αおよび IL-2 は高価な薬剤であり、特に高用量を用いた場合には治療に伴う莫大
な費用が問題である。また、腫瘍サイズの縮小のみならず、生存率の改善という点でも一定の効
果が認められているものの十分満足できる効果ではなく、重い副作用も認められている（15）。多
くの患者は 2 年以内に亡くなられているのが現状である。したがって、多くの患者に有効性を示
す進行・転移性腎細胞癌に対する新しい治療法の開発が必要とされている。 
腎細胞癌発生の危険因子としてはこれまでいくつか報告されているが、最近注目されているの
が腎細胞癌と他の疾患あるいは遺伝子異常との関係である。von Hippel-Lindau（VHL）病癌抑
制遺伝子と腎細胞癌の問題はその代表である。von-Hippel-Lindau（VHL）症候群患者のうち約
40％の症例では腎細胞癌が発症することに端を発し、VHL 遺伝子は 80％以上の散発性の腎淡明
細胞癌において、欠損または発現抑制が見られる癌抑制遺伝子であることがわかってきた（16）。
VHL 蛋白質複合体は、正常酸素圧で低酸素応答性遺伝子の転写因子 Hypoxia-inducible factor-1 
alpha（HIF-1α）を分解する。しかし、VHL 蛋白に不活化が起こると HIF-1αが分解されずに
増加し、VEGF、TGF-α、PDGF などの発現が増加する。これらの因子は、癌細胞の血管新生や
細胞増殖にかかわるシグナル伝達経路に重要な役割を果たしていることが明らかになってきた。
これらのシグナル伝達経路の解明により、現在、シグナル伝達を阻害する分子標的治療薬が開発
されている。①Sorafenib（BAY43-9006）は、腫瘍増殖抑制と腫瘍血管新生抑制の 2 つの作用を
有する経口分子標的治療薬であり、Raf キナーゼを阻害することにより腫瘍増殖を抑制する。さ
らに受容体型チロシンキナーゼである VEGFR-2、VEGFR-3、PDGFR-β、Flt-3、c-KIT および
それらに関連するシグナルを阻害して腫瘍の血管新生を抑制することが確認されている。腎細胞
癌における第Ⅲ相臨床試験の結果、RECIST 基準で PR2％と奏効率は低いが、腫瘍縮小は
Sorafenib 群 74％、プラセボ群 20％で Sorafenib の治療効果が認められている（17）。2005 年
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12 月に米国食品医薬品局（FDA）は、Nexavar（Sorafenib tosylate）を進行性腎細胞癌の成人
患者の治療のための新抗癌剤として承認した（18）。続いて、スイス、メキシコ、チリ、ブラジル、
韓国でも承認されている。日本においては現在、医薬品医療機器総合機構（PMDA）に製造販売
承認の申請を行っている。②Sutent（SU11248）は、Sorafenib と同様に受容体型チロシンキナ
ーゼである VEGFR、PDGFR、Flt-3、c-KIT のシグナル伝達を阻害して腫瘍の血管新生を抑制す
ると同時に細胞の再生産を破壊する経口のマルチターゲットチロシンキナーゼ阻害剤である。現
在、2 つの第Ⅱ相臨床試験の成績が報告されている。Trial1 では、PR40％、SD（3 ヶ月以上）28％
と良好な成績であった。腫瘍縮小は 76％の症例に認められた。一方、Trial2 は、CR1％、PR38％、
SD23％であった（16，17）。Sunitinib（Sutent）は米国で 2006 年 1 月に承認され、現在、欧州
を含む世界 40 ヶ国以上で承認されている。日本においては現在、PMDA に製造販売承認の申請
を行っている。これらの分子標的治療薬の治療効果はすばらしく、いずれもサイトカイン療法を
凌駕する治療成績であった。しかし、CR 症例はほとんど認められず、さらに治療効果を上げる
ためには他薬剤との併用療法が必要と思われる。今後、腎細胞癌の治療は、分子標的治療薬を加
えた治療に大きく変化することが予測される。治療法が確立され、日常の診療で早く使用できる
ようになることが望まれる。 
隣接した細胞は、主に tight junction、adherence junction、gap junction の 3 種類の様式で結
合しているが、その中で gap junction のみが細胞間情報伝達に関与していることが示されている。
gap junction を介した情報伝達系は、細胞が構成している組織・臓器の恒常性維持になくてはな
らない系である（19)。gap junction を構成するタンパク質であるコネキシンは、1986 年にクロ
ーニングされて以来（20）、現在までヒトにおいて少なくとも 21 種類（hCx23, hCx25, hCx26, 
hCx30.2, hCx30, hCx31.9, hCx30.3, hCx31, hCx31.1, hCx32, hCx36, hCx37, hCx40.1, hCx40, 
hCx43, hCx45, hCx46, hCx47, hCx50, hCx59, hCx62）の存在が確認されている（21）。数字は
およその分子量（kDa）を示しており、様々なコネキシン分子種は、それぞれの C 末端の長さの
違いによって分子量が異なっていると考えられている。これらのコネキシンのアミノ酸配列は N
末端、C 末端いずれもが細胞質内に位置し、膜を 4 回貫通（M1-M4)、2 つの細胞外ループ（E1,E2）
と 1 つの細胞内ループ（CL)を持つ膜タンパク質であり、この特徴はコネキシンファミリー間で
共通である(19)。6 つのコネキシンがコネクソンと呼ばれる hemichannel を形成し、隣接する細
胞の細胞膜に局在するコネクソン同士が coupling することで gap junction と呼ばれる channel
が形成される（22)。この gap junction を通じて分子量 1,500 以下の親水性分子が重要なシグナ
ルとして細胞間でやり取りされ、隣接する細胞内環境の恒常性が維持されている（23)。具体的に
は cAMP、Ca2+、イノシトール三リン酸、ATP、その他の情報伝達物質などが gap junction を通
過する。gap junction は、構成タンパク質であるコネキシンがクローニングされてから、その構
造や単体の機能ばかりでなく、筋組織や神経組織における役割や疾患と関連した役割まで幅広く
研究が進められてきている（24）。いくつかの組織や細胞において、機能分化を誘導する組織およ
び細胞特異的なコネキシンの分布が示されたが、まだ多くの組織および細胞においては特異的に
機能するコネキシン分子種やその機能は明らかになっていない（25)。しかし、近年、各細胞の正
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常母体細胞に特異的に発現しているコネキシン分子種は、その細胞の癌化を抑制するのに有効で
あるといった報告がなされている（26）。そこで、ヒト正常腎上皮細胞で主に発現していることが
知られ、細胞の機能を維持するための主要なコネキシン遺伝子であると考えられているコネキシ
ン 26、コネキシン 32、コネキシン 43 のうち（27）、腎細胞癌の発生に伴って特異的に発現抑制
されるコネキシン分子種の特定を試みた。その結果、腎細胞癌の発生とコネキシン 32 の発現抑制
との関連性が認められ、腎細胞癌において癌抑制遺伝子として作用するコネキシン遺伝子として、
コネキシン 32 が示唆された（28）。 
本研究では、腎細胞癌において癌抑制機能を有することが推測されたコネキシン 32 遺伝子の癌
抑制機能を解明し、解明された機能を増強する薬剤を併用することで、コネキシン遺伝子の癌抑
制遺伝子としての機能を最大限に活かした新たな治療法開発の可能性を探ることを目的とし、
種々の検討を行った。コネキシン遺伝子の癌抑制機能を用いた治療法が確立されれば、従来の癌
治療法に比べ、より効率的で選択性の高い癌治療が可能になると考えられる。 
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第 1 章 
原発性腎細胞癌株(Caki-2)におけるコネキシン 32 遺伝子の 
癌抑制機能の解明およびコネキシン 32 遺伝子を用いた治療の検討 
 
緒言 
 
細胞環境の恒常性維持は組織機能維持のための最も重要な要因の一つであり、恒常性の乱れは、
しばしば臓器不全や癌の進行の原因となる。発癌段階での恒常性を維持している癌抑制遺伝子の
down regulation は、直接的に癌の進行を誘導する。組織の恒常性に寄与する癌抑制遺伝子の中
で、gap junction を構成しているコネキシン遺伝子は、しばしば発癌の初期段階において down 
regulation されている。gap junctional intercellular communication（GJIC)の乱れは、癌を含
む異常な細胞増殖を引き起こす疾患と非常に関連しており（29）、癌における GJIC の機能破綻の
ために、gap junction の構成遺伝子であるコネキシン遺伝子は癌抑制遺伝子として分類されてい
る（25）。現在、コネキシン遺伝子が、癌抑制遺伝子として作用しているという仮説を指示する多
くの報告が存在する（25，30）。①ほとんど例外なく癌細胞において、コネキシン遺伝子の発現
抑制や機能低下、細胞内の局在性の乱れが認められ、それによって GJIC の機能が抑制されてい
る（31，32)、②発癌プロモーターや癌遺伝子（src、ras など）は、コネキシン遺伝子の発現や
GJIC を低下させる。一方、レチノイド（retinoids）のような癌予防物質は、GJIC を up regulation
する（25，33，34）、③コネキシンノックアウトマウスで発癌率の増加が認められる（26，35)、
④癌細胞へのコネキシン遺伝子導入による GJIC の機能回復により、癌細胞の分化誘導が認めら
れる（36)、⑤単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ (herpes simplex virus thymidine kinase : 
HSV-tk)遺伝子と抗ウイルス剤のガンシクロビル (ganciclovir : GCV)の組み合わせによる
HSV-tk/GCV 癌遺伝子治療の際の bystander effect（バイスタンダー効果：gap junction を介し
て隣接した細胞に death signal を伝達し、薬剤の殺細胞性を増強させる現象)は、GJIC 依存性の
殺細胞効果である(37‐39)等といった報告である。これらの根拠から、コネキシン遺伝子は GJIC
の機能を介して細胞の分化誘導を行い、癌抑制遺伝子として作用していることが推測されている
（40)。一方、従来言われていた GJIC に依存したコネキシンによる発癌制御に加えて、GJIC に
非依存的なコネキシンの癌抑制機能がある可能性も示唆されている（36，41）。GJIC に非依存的
な癌抑制機能に関する報告としては、①コネキシンの dominant-negative gene を用いた実験にお
いて、コネキシン本来の機能である GJIC は抑制されるにもかかわらず、コネキシンの細胞増殖
抑制能は損なわれなかった（41）、②コネキシン 43 はヒト膠芽腫細胞の悪性形質転換を抑制する
が、コネキシン 43 による癌抑制機能は GJIC の活性化に関連がなかった（42）等がある。また、
コネキシンは、GJIC 依存性および非依存性の癌抑制機能を併せ持つことが推測される研究報告
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もなされている。ヒト骨肉種細胞において、コネキシン 43 は p27 の発現増加を介して細胞増殖
を抑制するが、コネキシン 43 による p27 の発現増加は、2 つの機序の相互作用（①gap junction
の再形成により cAMP が細胞間でやり取され p27 合成が高められた、②GJIC の機能とは無関係
に Skp2 の分解を促進し p27 のユビキチン化を阻害した）によるものであった（43）。以上の報告
から、コネキシンは、GJIC 依存性および非依存性にそれぞれの制御能を発揮していることが考
えられる。ただし、コネキシン遺伝子の有する GJIC 非依存性の癌抑制機能は、全ての癌細胞に
おいて発揮されるわけではなく、癌抑制機能を発揮するための細胞型の適合性があることが報告
されている（44‐46）。つまり、癌細胞の正常母体細胞に特異的に発現しているコネキシン遺伝
子のみが、その癌細胞において癌抑制機能を発揮するということである（36，47）。それゆえ、
コネキシン遺伝子の組織特異的な癌抑制機能を明らかにするためには、各々の癌細胞の母体細胞
に特異的に発現しているコネキシン分子種を特定する必要があると考えられる。腎細胞癌に対し
癌抑制機能を発揮するコネキシン遺伝子を特定することができれば、腎細胞癌に対する新たな治
療法確立のためにコネキシン遺伝子を用いることができるかもしれない。腎細胞癌の発癌制御や
有効な治療法の開発は、腎細胞癌患者の増加や難治性を考えると必要性が高いと考えられる。 
そこで、本研究では、原発性腎細胞癌において、コネキシン 32 遺伝子が癌抑制遺伝子として作
用するか検討し、原発性腎細胞癌に対するコネキシン 32 の癌抑制機能を活かした新たな治療法開
発の可能性を探ることを目的とし、種々の検討を行った。 
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第 1 節 原発性腎細胞癌株(Caki-2)へのコネキシン 32 遺伝子の導入 
 
1-1-1 実験方法 
【細胞株】 
・ Caki-2（既存のヒト原発性腎細胞癌株） 
（Caki-2W 細胞：Caki-2 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
 Caki-2T 細胞：Caki-2 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
・ HK-2（E6/E7 で不死化したヒト正常腎近位尿細管上皮細胞株） 
Caki-2 および HK-2 は、American Type Culture Collection（ATCC）から購入した。 
 
【使用薬物】 
・ McCoy’s 5A medium modified（Invitrogen） 
・ FCS（GIBCO） 
・ Penicillin-streptomycin（GIBCO） 
・ Gene Jammer transfect reagent（STRATAGENE） 
・ G418（SIGMA） 
・ Methanol（Wako） 
・ Acetone（Wako） 
・ BSA（岩井化学薬品(株）） 
・ PBS（GIBCO） 
・ 抗β-actin 抗体（SIGMA） 
・ 抗コネキシン 32 抗体（SIGMA） 
・ 抗 Mouse-IgG 抗体（IMMUNOTECH） 
・ 抗 Rabbit-IgG 抗体（IMMUNOTECH） 
・ Fluorophore Tyramide（Perkin Elmer） 
・ Propidium iodide（SIGMA） 
・ RNase A（Promega） 
・ VECTA SHIELD（Vector Laboratories） 
・ Tris-HCL（Tris BASE）（SIGMA） 
・ TBS（2 M Tris-HCl（pH7.2～7.6）＋ NaCl（Wako）） 
・ EDTA（GIBCO） 
・ 可溶化 Buffer（0.5 M Tris-HCl（pH6.5）＋ 99％ Glycerol（SIGMA）＋ 10％ SDS（Wako）） 
・ β-Mercaptoethanol（Wako） 
・ BPB（Wako） 
・ TEMED（Wako） 
・ APS（Wako） 
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・ アクリルアミド溶液（Biorad） 
・ Electrophoresis buffer（Tris BASE ＋ 192 mM Glycine（ICN）＋ 0.1％ SDS） 
・ Transblotting buffer（Tris BASE ＋ 192 mM Glycine） 
・ FULL RANGE RAINBOW（Amersham LIFE SCIENCE） 
・ SKIM MILK（森永乳業（株)） 
・ TBS-T（TBS ＋ Polyoxyethylen(20)Sorbitan Monolauraet（Wako）） 
・ ECL TMWestern blotting detection reagents（Amersham pharmacia biotech） 
・ Neurobiotin（Vector Laboratories） 
・ Rhodamine dextran（Molecular Probes） 
・ Paraformaldehyde（ナカライテスク） 
・ Triton X-100（Wako） 
・ Streptavidin-FITC conjugate（SIGMA） 
 
【コネキシン 32 遺伝子の導入】 
Caki-2 細胞を 35 mm 組織培養皿に約 2×105 cells 播種し、24 時間、10％ FCS 添加 McCoy’s 
5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。 
McCoy’s 5A medium modified 100μL と Gene Jammer transfect reagent（12μL/μg 
DNA）を穏やかに攪拌、混合し、Gene Jammer transfect reagent の希釈液とした。室温で 5
～10 分間インキュベーションした。3μg の DNA（コネキシン 32 遺伝子を組み込んだ発現ベ
クターまたは空の発現ベクター）を Gene Jammer transfect reagent の希釈液に加え、穏やか
に混合し、これを transfection mixture とした。また、この時、negative control も調製した。
室温で 10 分間インキュベーションした。Caki-2 細胞培養中の組織培養皿から培地を除去し、
900μL の新しい 10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を入れた。調製した
transfection mixtureをCaki-2細胞培養中の組織培養皿に滴下して加え、transfection mixture
が均等に分配するように前後に穏やかに揺り動かし、5％ CO2、37℃でインキュベーションし
た。4 時間後、1 mL の 10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を加え、さらに 48 時間、
5％ CO2、37℃でインキュベーションした。その後、細胞を分配した。24 時間後、組織培養皿
に 0.6 mg/mL selection antibiotics（G418）を滴下して加えた。1 週間に 2 回、培養液を交換
し、新しい selection antibiotics を加えた。1～2 週間以内に安定したコロニーが形成された。
一方、negative control 用の組織培養皿の細胞は死に絶えた。 
以下、Caki-2 細胞に発現ベクター（pcDNA3, Invitrogen)のみを導入した細胞を Caki-2W
細胞、コネキシン 32 遺伝子を導入した細胞を Caki-2T 細胞と表記した。 
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【免疫組織法】 
   実験時 Confluent の状態になるように Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を tissue culture 
chamber にそれぞれ播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、
37℃で培養した。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を Methanol に－20℃で 5 分間浸して固定し、Acetone
に－20℃で 1 分間浸し、透過させた。3％ BSA in PBS 100μL/well 入れ、室温で 30 分間ブロ
ッキングした。一次抗体として抗コネキシン 32 抗体を加え、室温で 1 時間インキュベーショ
ンした。PBS で洗浄後、二次抗体として抗 Rabbit-IgG 抗体を加え、室温で 30 分間インキュベ
ーションした。PBS で洗浄後、Fluorophore Tyramide（Amplification Reagent）を加え、室
温で 10 分間インキュベーションした。PBS で洗浄後、10μg/μL Propidium iodide＋1 mg/mL 
RNase Aを加え、室温で 30分間インキュベーションした。PBSで 2回洗浄後、VECTA SHIELD
を滴下し、カバーガラスをかけ封入し、共焦点顕微鏡（FMV1000, Olympus）を用いてコネキ
シン 32 の局在性を 3 次元解析した。 
 
【Western blot analysis】 
  実験時Confluent の状態になるようにCaki-2W 細胞およびCaki-2T 細胞を 6 cmプレートに
それぞれ播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培
養した。 
TBS＋1 mM EDTA で洗浄後、細胞を回収した。可溶化  Buffer 490μL と 2％       
β-Mercaptoethanol 10μL を混合し、回収した細胞に上記の混合液を 100μL 加え、超音波を
かけて細胞を溶解した。100℃の Water Bath（SIBATA）で 3 分間インキュベーションした。
少量の 0.1％ BPB を添加し、4℃で 15,000 rpm、5 分間遠心した。これをサンプルとし、タン
パク定量を行った。タンパク定量は、DC Protein Assay System（BIO-RAD）を用い、行った。
タンパク定量の結果を用いて各サンプルのタンパク量が等量になるように調製し、10％アクリ
ルアミドゲルに注入し、15～18 mA、約 250 V でミニスラブ電気泳動槽（ATTO）を用い、電
気泳動を行った。塩基量のマーカーとして FULL RANGE RAINBOW を用いた。泳動後、119 
mA、約 350 V で 1 時間、ニトロセルロース膜に転写した。転写後、ブロッキングを行うため
に、ニトロセルロース膜を 5％ SKIM MILK に転写面が上になるように浸し、4℃で一晩静置
した。TBS-T で洗浄後、各一次抗体と室温で 1 時間インキュベーションした。TBS-T で洗浄後、
各二次抗体と室温で 1時間インキュベーションした。TBS-Tで洗浄後、ECL TMWestern blotting 
detection reagents を転写面にまんべんなくかけ、室温で 1 分間反応させた。CCD 
camera-linked Cool Saver System（ATTO）を用いて化学発光を行い、発光パターンの解析は
ATTO Image Analysis Software（ATTO）を用いて行った。 
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【Dye transfer assay】 
  実験時Confluent の状態になるようにCaki-2W 細胞およびCaki-2T 細胞を 6 cmプレートに
それぞれ播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培
養した。 
5％ Neurobiotin and 0.4％ Rhodamine dextran in PBS を Caki-2W 細胞および Caki-2T
細胞のそれぞれ 1 つの細胞にマイクロインジェクションした。その後、細胞を新しい培養液で
洗浄し、15 分間インキュベーションした。細胞を PBS で洗浄後、4％ Paraformaldehyde で
固定し、2％ BSA and 0.25％ Triton X-100 in PBS を用い、透過させた。細胞を PBS で洗浄
後、Streptavidin-FITC conjugate and 0.25％ Triton X-100 in PBS でインキュベーションし
た。細胞を PBS で洗浄後、Olympus IMT-2 phase contrast and fluorescence microscope 
(Olympus)を用い、マクロインジェクションした細胞の周りの蛍光色の細胞数をカウントした。 
 
【統計処理】 
 データは、平均値±標準誤差として表記した。統計処理は、パラメトリックデータについて
は Tukey-Kramer 法を用いて多群比較を行った。 
 
 
1-1-2 結果 
 Caki-2 細胞にコネキシン 32 を導入したことにより、コネキシン 32 が発現し、膜に局在、機能
することによる細胞間コミュニケーションの回復について検討した。 
 免疫組織法により検討した結果、Caki-2T 細胞において、赤色に染色された核の周囲に緑色に
染色されたコネキシン 32 の発現が確認できた。一方、Caki-2W 細胞においては、コネキシン 32
の発現は認められなかった（Fig. 1-1）。 
Western blot analysis により検討した結果、Caki-2T 細胞において、ヒト正常腎近位尿細管上
皮細胞株である HK-2 細胞とほぼ同程度のコネキシン 32 の発現が確認された。一方、Caki-2W
細胞においては、コネキシン 32 の発現は認められなかった（Fig. 1-2）。 
 Dye transfer assay により検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞における細胞間
コミュニケーションの有意な増加が認められた（Fig. 1-3）。 
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Caki-2T Caki-2W 
Fig. 1-1  Localization of connexin 32 in Caki-2 cells. 
Immunofluorescent analysis was carried out by confocal microscopy.  
(Original magnification,×600) 
 
Cx32 
b-actin 
Fig. 1-2  Level of connexin 32 in HK-2, Caki-2W and Caki-2T cells.                            
The level of connexin 32 was determined by Western bolt analysis. b-actin was used as a 
control to confirm equal protein loading. HK-2 was used as a positive control to detect 
connexin 32 expression. The results shown are representative of three independent 
experiments. (Cx32; connexin 32) 
Fig. 1-3  Restoration of connexin 32 dependent GJIC capacity in Caki-2 cells.  
GJIC capacity was estimated by Dye transfer assay. Date are expressed as mean±SEM.(n=20) 
Significantly different from the value of HK-2 and Caki-2T: *,p<0.05  
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1-1-3 考察 
上述したように、ヒトにおいて 21 種類のコネキシン遺伝子の存在が確認されており、異なる組
織や細胞において様々な組み合わせのコネキシン遺伝子が発現している。そのため、各々のコネ
キシン遺伝子は、正常な細胞増殖を維持するための細胞特異的な役割を担っていると考えられて
いる（48，49）。以前の研究において、コネキシン 32 は腎上皮細胞の細胞増殖を制御しており、
腎発癌段階におけるコネキシン 32 の down regulation は、腎細胞癌の悪性化を誘導する要因であ
ることが示唆された（28）。そこで、腎細胞癌におけるコネキシン 32 の癌抑制機能を評価するた
め、代表的なヒト原発性腎細胞癌株である Caki-2 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入し、Caki-2
細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞（Caki-2T 細胞）および Caki-2 細胞に発現ベクター
のみを導入した細胞（Caki-2W 細胞）を樹立した。免疫組織法および Western blot analysis に
よりコネキシン 32 の発現を確認後、Dye transfer assay により細胞間コミュニケーションの回復
を確認した。 
免疫組織法により、Caki-2T 細胞において、コネキシン 32 の発現および細胞膜への局在が確認
された。さらに、Western blot analysis により、Caki-2T 細胞において、ヒト正常腎近位尿細管
上皮細胞株である HK-2 細胞とほぼ同程度のコネキシン 32 の発現が確認された。また、Dye 
transfer assay により、Caki-2T 細胞において、細胞間コミュニケーションの回復が認められた。
このことから、GJIC の機能を指標として考えた時、Caki-2T 細胞において、コネキシン 32 の機
能が回復していることが示唆された。 
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第 2 節 原発性腎細胞癌株(Caki-2)におけるコネキシン 32 の細胞増殖能に対する   
影響 
 
1-2-1 実験方法 
【細胞株】 
第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【動物】 
  雌性 BALB/c An-nu/nu athymic マウス 5 週令（日本クレア）を用いた。 
 
【使用薬物】 
・ Agarose（Wako） 
・ Trypsin-EDTA（GIBCO） 
・ PBS（GIBCO） 
・ Ethanol（Wako） 
・ Propidium iodide（SIGMA） 
・ EDTA（GIBCO） 
・ Triton X-100（Wako） 
・ Rnase A（Promega） 
・ 抗 Cyclin A 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Cyclin B 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Cyclin D 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Cyclin E 抗体（SIGMA） 
・ 抗 Phospho-MEK 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 E2F 抗体（SIGMA） 
・ 抗 Total-RB 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospho-RB 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ BD MATRIGEL TMMATRIX（BD Biosciences） 
 ただし、細胞培養および Western blot analysis に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【Population doubling time】 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 3×104 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞をそれぞれ播種してから 2 日ごとに、それぞれの細胞数
を数え、それぞれの細胞数が 2 倍になるまでにかかる時間を求めた。 
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【Saturation density】 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 3×104 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞をそれぞれ播種してから 12 日後にそれぞれの細胞数を数
え、1 cm2あたりの細胞数を求めた。 
 
【Anchorage independency】 
0.5％ Agarose 2.5 mL と 10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified 22.5 mL の混合溶
液を 6 穴プレートに 3 mL/well ずつ入れ、固めた。この上に、Caki-2W 細胞および Caki-2T
細胞をそれぞれ 4×104 cells/7.2 mL に調製した懸濁液と 0.3％ Agarose 0.8 mL の混合液を   
2 mL/well ずつ入れ、5％ CO2、37℃で培養した。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞をそれぞれ播種してから 2 週間後にそれぞれのコロニー
数を数えた。 
 
【Cell cycle analysis】 
実験時 Confluent の状態になるように Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレート
にそれぞれ播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で
培養した。 
それぞれの細胞を Trypsin-EDTA 処理により回収した。これに PBS 1 mL を加え、室温で
1,500 rpm、5 分間遠心し、細胞を洗浄した。PBS 1 mL を加え、室温で 1,000 rpm、10 分間
遠心した。溶液を約 100μL 残し、上清を除去した。vortex をかけながら 70％ 冷 Ethanol 1 mL
を滴下した。4℃で 30 分間静置し、固定した。室温で 3,000 rpm、5 分間遠心した。溶液を約
200μL 残し、上清を除去し、vortex をかけ懸濁した。PI 染色液（0.05 mg/mL Propidium iodide 
＋ 1 mM EDTA ＋ 0.1 % Triton X-100 ＋ 1 mg/mL Rnase A in PBS ）1 mL を加え、vortex
をかけ混和し、室温で 30 分間、軽く震とうした。Polystyrene Round-Bottom Tube with 
Cell-Strainer Cap に入れ、ろ過した。FACS Analyser（Becton Dickinson）により解析を行
った。 
 
【Western blot analysis】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
   
【in vivo tumorigenicity】 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を PBS で 1 度洗浄し、細胞を回収した。細胞液をコニカ
ル・チューブに集め、室温で 1,500 rpm、5 分間遠心した。細胞を洗浄するため、5 mL の PBS
を加え、室温で 1,500 rpm、5 分間遠心を行う作業を 3 回繰り返した。その後、それぞれの細
胞数を数え、50％ BD MATRIGEL TMMATRIX に懸濁し、1×107 cells/0.2 mL になるよう調
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製した。調製した細胞懸濁液をヌードマウスの背中にそれぞれ 0.2 mL ずつ注入した。およそ   
1 週間ごとに腫瘍の大きさを測定した。腫瘍サイズ（mm3）は、0.5×a×b2 （a : 最大直径値 
(mm)、b : 垂直値 (mm)）により算出した。4 週間後、実験を終了し、腫瘍を摘出し、腫瘍重
量を測定した。 
 
【統計処理】 
データは、平均値±標準誤差として表記した。統計処理は、等分散データについては Student’s 
t-test 法を、非等分散データについては Welch’s t-test 法を用いて二群比較を行った。また、パ
ラメトリックデータについては Tukey-Kramer 法を用いて多群比較を行った。 
 
 
1-2-2 結果 
Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の細胞増殖抑制機能について、in vitro および in vivo にお
いて検討した。 
Population doubling time について検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞の
Population doubling time は長いことが示された（Fig. 1-4（A））。Saturation density について
検討した結果、Caki-2W 細胞は無秩序に増殖可能であり、飽和密度状態での Caki-2T 細胞の細胞
数は、Caki-2W 細胞の細胞数よりも有意に少ないことが示された（Fig. 1-4（B））。Anchorage 
independency について検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、足場のない状態での Caki-2T 細胞
の増殖能力は有意に低いことが示された（Fig. 1-4（C））。 
飽和密度状態における細胞周期について Cell cycle analysis により検討した。その結果、
Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞および HK-2 細胞において G1 期の分布割合が大きく、S 期
や G2/M 期の分布割合は小さいことが示された（Fig. 1-5）。一方、各々の細胞において、細胞死
の違いは観察されなかった。 
飽和密度状態における細胞周期を調節している主な因子の発現および活性化レベルについて
Western blot analysis により検討した。その結果、Caki-2T 細胞において、Cyclin A、Cyclin B、
Cyclin D、Cyclin E、E2F、RB の発現抑制および MEK、RB の活性化抑制が認められ、コネキ
シン 32 が細胞周期に影響を及ぼすことが示された（Fig. 1-6）。 
in vivoにおけるCaki-2W細胞およびCaki-2T細胞の腫瘍形成能について検討した。その結果、
Caki-2W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-2T 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖は
有意に抑制されていることが示された（Fig. 1-7（A））。また、腫瘍重量について比較したところ、
Caki-2W細胞を移植したマウスの腫瘍重量に比べ、Caki-2T細胞を移植したマウスの腫瘍重量は、
有意に少ないことが示された（Fig. 1-7（B））。 
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Fig. 1-4  Negative growth effects of connexin 32 in Caki-2 cells.  
Population doubling time (A), Saturation density (B) and Anchorage independency (C) of HK-2, 
Caki-2W and Caki-2T cells. Date are expressed as mean±SEM.(n=3) Significantly different 
from the value of HK-2 and Caki-2T: *,p<0.05  
Fig. 1-5  Effect of connexin 32 on cell cycle distribution under confluent cell culture status in 
Caki-2 cells. 
Cell cycle analysis was performed by FACS. Values represent percentage of cell population in 
cell cycle from three independent experiments. 
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Fig. 1-6  Suppressive effects of connexin 32 on the expression and the activation of cell cycle 
regulating molecules under confluent cell culture status in Caki-2 cells.  
The level of each molecule was determined by Western blot analysis. The activation of each 
molecule was estimated from the level of each phosphorylated form. (MEK-P; phosphorylated 
form of MEK, RB-P; phosphorylated form of RB)  
Fig. 1-7  Negative growth effect of connexin 32 in Caki-2 cells after s.c. implantation into nude 
mice.  
(A) Tumors were measured once a week. Tumor size was calculated from the formula of 0.5×a
×b2 (a: long diameter, b: short diameter) and expressed in mm3. Each curve represents the 
mean tumor volume in each group.(n=3) Vertical bars represent SEM. Significantly different 
from the value of Caki-2W: *,p<0.05 (B) At 4 weeks after implantation of Caki-2W and Caki-2T 
cells, the mice were killed, the solid tumors were rapidly removed and weighed. Date are 
expressed as mean±SEM.(n=3) Significantly different from the value of Caki-2W: *,p<0.05 
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1-2-3 考察 
Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の細胞増殖抑制機能について検討した。in vitro において検
討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞の細胞増殖および足場非依存性増殖は抑制され
ていることが示された。さらに、Caki-2T 細胞において、癌の悪性形質正常化の指標の一つであ
る接触阻害の回復が認められた。このことから、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は癌細胞
が示すいくつかの悪性形質の発現を軽減することが示唆された。 
次に、飽和密度状態におけるコネキシン 32 の細胞増殖抑制機能（接触阻害の回復）について検
討するため、飽和密度状態の Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の細胞周期に対する影響につい
て検討した。FACS による細胞周期の解析を行った結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞お
よび HK-2 細胞において G1 期の分布割合が大きいことが示された。一方、各々の細胞において、
細胞死の違いは観察されなかった。このことから、コネキシン 32 は、細胞死を誘導するのではな
く、異常な細胞周期の進行を抑制することにより Caki-2 細胞の接触阻害を回復していることが示
唆された。   
飽和密度状態における細胞周期を調節している主な因子の発現および活性化レベルについて検
討した。一連の細胞周期反応を制御する鍵となる因子が、サイクリン依存性キナーゼ (CDK；
Cyclin dependent kinase)と呼ばれるリン酸化酵素群である。CDK は単独では活性をもたず、サ
イクリン（Cyclin A, B, D, E）と呼ばれるサブユニットが結合して初めて活性化型となる。さら
に、CDK 活性は CDK inhibitor（p16, p19, p21, p27 など）と呼ばれる一連の阻害因子群によっ
ても調節されている。また、RB は G1 期においては主に転写因子 E2F と結合し、その活性を抑
制することによって細胞が DNA 複製を開始することを抑えているが、G1/S の移行期に RB のリ
ン酸化が起こり、E2F が解離されて活性な状態となり、DNA 複製を開始させ、細胞を増殖サイ
クルに入れる（50）。Western blot analysis により検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T
細胞においてサイクリン、E2F、RB の発現抑制および MEK、RB の活性化抑制が認められ、細
胞周期の進行が抑えられていることが示唆された。 
in vivo においても、コネキシン 32 遺伝子は、Caki-2 細胞において癌抑制遺伝子として作用す
るか否か検討した。その結果、Caki-2W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-2T 細胞
を移植したマウスの腫瘍増殖は、有意に抑制されていることが示された。 
以上のことから、コネキシン 32 は、Caki-2 細胞において癌抑制遺伝子として作用しているこ
とが示唆された。
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第 3 節 原発性腎細胞癌株(Caki-2)におけるコネキシン 32 の作用点に関する検討 
 
1-3-1 実験方法 
【細胞株】 
第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ 抗 Total-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospho-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Total-AKT 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospho-AKT 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Total-MEK 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospho-MEK 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Cyclin D 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Total-RB 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 PY20 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Src 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospo-Src family 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospo-STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Bax 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-xL 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-2 抗体（BD Biosciences） 
・ EGF（大日本製薬） 
・ AG825（CALBIOCHEM） 
・ DMSO（SIGMA） 
・ 18β-glycyrrhetinic acid（SIGMA） 
・ Cell Proliferation Reagent WST-1（Roche） 
・ RNAiFect transfection reagent（Invitrogen） 
・ コネキシン 32 siRNA（Qiagen） 
・ non-specific control siRNA（Qiagen） 
・ TBS-T（TBS ＋ Polyoxyethylen(20)Sorbitan Monolauraet（Wako）） 
・ Dominant negative src cDNA（Upstate biotechnology） 
・ Gene Jammer transfection reagent（STRATAGENE） 
・ PBS（GIBCO） 
・ G418（SIGMA） 
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 ただし、細胞培養およびWestern blot anaysisに使用した薬剤は、第 1章 第1節に、Cell cycle 
analysis に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Cell cycle analysis】 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播種し、10％ FCS 添加
McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。その後、培養液を McCoy’s 
5A medium modified に交換し、5％ CO2、37℃で培養した。24 時間後、再び培養液を 10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified に交換し、FCS による刺激を行い、5％ CO2、37℃でさら
に 24 時間培養した。 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Western blot analysis】 
  FCS刺激による検討：Caki-2W細胞およびCaki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。その後、
培養液を McCoy’s 5A medium modified に交換し、5％ CO2、37℃で培養した。24 時間後、FCS
による刺激を行い、あるいは FCS による刺激を行わずに、5％ CO2、37℃でさらに 24 時間培
養した。 
EGF 刺激による検討：Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播種
し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。その
後、培養液を McCoy’s 5A medium modified に交換し、5％ CO2、37℃で培養した。24 時間後、
EGF による刺激を行い、あるいは EGF による刺激を行わずに、5％ CO2、37℃でさらに 2 時
間培養した。 
AG825 添加による検討：Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播
種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。そ
の後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が AG825 2μM（Low）
または 10μM（High）になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーシ
ョンした。コントロールには DMSO を添加した。 
  18β-glycyrretinic acid 添加による検討：Caki-2T 細胞を 6 cm プレートに播種し、10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、      
5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid（特
異的 GJIC 阻害剤）2.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベ
ーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
  飽和密度状態での検討：実験時 Confluent の状態になるように Caki-2W 細胞および Caki-2T
細胞を 6 cmプレートにそれぞれ播種し、10％ FCS添加McCoy’s 5A medium modifiedを用い、
5％ CO2、37℃で培養した。 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
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【WST-1 assay】 
Caki-2W 細胞を 96 穴プレートに 1×104 cells/well 播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A 
medium modifiedを用い、5％ CO2、37℃で24時間培養した。24時間後、5％ FCS添加McCoy’s 
5A medium modified を用い、最終濃度が AG825；0.1, 1, 5μM になるように薬剤を添加し、
5％ CO2、37℃で 72 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
薬剤添加 72 時間後、Cell Proliferation Reagent WST-1 を 10μL ずつ入れ、軽くピペッテ
ィングし、混合した。5％ CO2、37℃で10分間インキュベーションし、MICROPLATE READER
（IWAKI）を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 
【siRNA 処理】 
Caki-2T細胞を6穴プレートに5×105 cells/well播種し、10％ FCS添加McCoy’s 5A medium 
modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。 
McCoy’s 5A medium modified 100μL と RNAiFect transfection reagent 3μL を穏やかに
攪拌、混合し、RNAiFect transfection reagent の希釈液とした。室温で 5 分間インキュベーシ
ョンした。2μg/μL コネキシン 32 siRNA 4μg を RNAiFect transfection reagent の希釈液に
加え、穏やかに混合した。これを transfection mixture とし、室温で 5 分間インキュベーショ
ンした。Caki-2T 細胞培養中のプレートから培地を除去し、900μL の新しい 10％ FCS 添加
McCoy’s 5A medium modified を入れた。調製した transfection mixture を Caki-2T 細胞培養
中のプレートに滴下して加え、transfection mixture が均等に分配するように前後に穏やかに
揺り動かし、5％ CO2、37℃で 3 時間インキュベーションした。3 時間後、1 mL の 10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を加え、さらに 5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーシ
ョンした。48 時間後、細胞を回収し、Western blot analysis による解析を行った。Western blot 
analysis の操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
なお、non-specific control siRNA を用いて、siRNA そのものの副次作用がないことを確認
した。 
 
【Dye transfer assay】 
    Caki-2T 細胞を 6 cm プレートに播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用
い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified
を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid（特異的 GJIC 阻害剤）2.5μM になるように薬剤
を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添
加した。 
操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
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【Src activity assay】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートに 1×106 cells/plate 播種し、10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。 
  Src activity assay は Tyrosine Kinase Assay Kit（Upstate biotechnology）を用い、行った。 
  Streptavidin Coated Strip PlateにTBS-T 100μL/well入れ、室温で15分間インキュベーショ
ンした。各wellからTBS-Tを除去し、Substrate Solution（1μg/mL poly(Glu4-Tyr)peptide, 
biotinylated）100μL/well入れ、37℃で1時間インキュベーションした。また、検量線を作成
するためにStandard用のwellも調製した。各wellから溶液を除去し、TBS-Tで洗浄した。ELISA 
Blocking Buffer 300μL/wellを入れ、37℃で2時間インキュベーションした。回収した細胞を
lysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH7.5)‐30％ glycerol) 300μLで懸濁、凍結融解を2回繰り返
し、可溶化した。4℃で15,000 rpm、10分間遠心し、上清をサンプルとした。また、Positive control
として、Src active proteinを使用した。Src Kinase Reaction Buffer（×4）12.5μL、         
Src Manganese/ATP Cocktail（×5）、サンプルまたはSrc active protein 5μL加え、蒸留水を
用い、全量を50μLに調製し、これを酵素反応液とした。各wellからELISA Blocking Bufferを
除去し、Standard用のwellにのみTBS-T 200μL/well加えた。測定用のwellには酵素反応液  
50μL/well加え、37℃で20分間インキュベーションした。各wellから溶液を除去し、TBS-Tで
洗浄した。Anti-phospho-Tyrosine-HRP conjugateをELISA Blocking Bufferにより2000倍に希
釈し、この溶液を100μL/well加え、室温で30分間インキュベーションした。その後、TBS-T
で洗浄した。TMB-Substrate AとTMB-Substrate Bを1：1に混合し、これをTMB混合液とし
た。各wellをdH2Oでリンスし、水を完全に除去した。TMB混合液 75μL/well加え、室温で    
15分間インキュベーションした。2 M Sulfuric Acid 75μL/well加え、反応を止めた。
MICROPLATE READER（IWAKI）を用い、波長450 nmで吸光度を測定した。得られた検量
線からSrc活性を求めた。 
 
【Dominant negative src cDNA の導入】 
  Caki-2 細胞を 6 穴プレートに 2×105 cells/well 播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。 
McCoy’s 5A medium modified 100μL と Gene Jammer transfection reagent 10μL を穏や
かに攪拌、混合し、Gene Jammer transfection reagent の希釈液とした。室温で 5 分間インキ
ュベーションした。Dominant negative src cDNA 3μLまたはControlとしてPBS 3μL加え、
穏やかに混合した。これを transfection mixture とし、室温で 10 分間インキュベーションし
た。Caki-2 細胞培養中のプレートから培地を除去し、900μL の新しい 10％ FCS 添加 McCoy’s 
5A medium modified を入れた。調製した transfection mixture を Caki-2 細胞培養中のプレー
トに滴下して加え、transfection mixture が均等に分配するように前後に穏やかに揺り動かし、
5％ CO2、37℃で 4 時間インキュベーションした。4 時間後、2 mL の 10％ FCS 添加 McCoy’s 
5A medium modified を加え、さらに 5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。     
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48 時間後、1 well を 1/5 に分け、0.6 mg/mL G418 を滴下して加え、5％ CO2、37℃でインキ
ュベーションした。10 日後、positive clone を回収、RNA を精製・定量し、RT-PCR analysis
により Dominant negative src cDNA の発現を確認した。なお、Control として発現ベクター
（PGUE, Upstate biotechnology）のみを導入した細胞を用いた。 
  
【統計処理】 
データは、平均値±標準誤差として表記した。統計処理は、等分散データについては Student’s 
t-test 法を、非等分散データについては Welch’s t-test 法を用いて二群比較を行った。また、パ
ラメトリックデータについては Dunnett 法を用いて多群比較を行った。 
 
 
1-3-2 結果 
Caki-2 細胞において、コネキシン 32 が主に制御している増殖シグナル因子を特定するため、
種々の検討を行った。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を無血清状態で培養し、1 度細胞周期を完全に止めてから再
度血清を加え刺激することで細胞周期をスタートさせ、細胞周期の分布割合がどのように変化す
るか検討した。その結果、Caki-2W 細胞における FCS 刺激 0 時間後の細胞周期の分布割合は G1
期が 97.01％、S 期が 1.38％、G2/M 期が 1.61％であり、FCS 刺激 24 時間後の細胞周期の分布
割合は G1 期が 59.86％、S 期が 34.83％、G2/M 期が 5.31％であった。一方、Caki-2T 細胞にお
けるFCS刺激0時間後の細胞周期の分布割合はG1期が93.17％、S期が5.42％、G2/M期が1.41％
であり、FCS 刺激 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 76.83％、S 期が 16.23％、G2/M
期が 6.94％であった。このことから、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞において FCS 刺激に
よる細胞周期の G1 期から S 期への移行が顕著に抑制されていることが示された（Fig. 1-8（A））。
次に、FCS 刺激による HER2 およびその下流に位置すると考えられている細胞周期制御に関わる
重要な因子の発現および活性化レベルの変化について Western blot analysis により検討した。そ
の結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞において FCS 刺激による HER2、AKT、MEK お
よび RB の活性化が顕著に抑制されていることが示された。また、Cyclin D の発現も Caki-2T 細
胞において抑制されていることが示された。（Fig. 1-8（B））。 
EGF 刺激による HER1 活性化レベルの変化について Western blot analysis により検討した。
その結果、Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞における EGF 刺激による HER1 活性化レベルにほ
とんど違いは認められなかった（Fig. 1-9）。 
 HER2 阻害剤（AG825）を用い、HER2 の下流に位置すると考えられている AKT、MEK の活
性化レベルおよび Cyclin D 発現レベルについて Western bolt analysis により検討した。その結
果、AG825 処理により、MEK、AKT の活性化および Cyclin D の発現が抑制されていることが
示された（Fig. 1-10（A））。次に、AG825 の細胞増殖抑制効果について WST-1 assay により検討
した。その結果、濃度依存的な細胞増殖・生存活性の低下が認められた（Fig. 1-10（B））。 
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siRNA 処理により、コネキシン 32 の発現を抑制した条件下での HER2 活性化レベルおよび
Cyclin D 発現レベルについて Western blot analysis により検討した。その結果、siRNA 処理に
より、コネキシン 32 の発現は顕著に抑制されていることが確認された。また、コネキシン 32 の
発現を抑制することにより、HER2 の活性化および Cyclin D の発現は顕著に増強することが示さ
れた（Fig. 1-11（B））。 
特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid） を用い、Caki-2 細胞における GJIC の機能
を阻害した条件下での HER2 活性化レベルおよび Cyclin D 発現レベルについて評価した。まず、
阻害剤により GJIC の機能が阻害されていることを Dye transfer assay により確認した。その結
果、阻害剤処理により細胞間コミュニケーションの有意な低下が認められ、GJIC の機能は阻害
されていることが確認された（Fig. 1-12（A））。次に、GJIC の機能を阻害したことによる HER2
活性化レベルおよびCyclin D 発現レベルの変化について Western blot analysis により検討した。
その結果、HER2 活性化レベルおよび Cyclin D 発現レベルに変化は認められなかった（Fig. 1-12
（B））。 
飽和密度状態において、生存・増殖シグナルを調節している主な因子の発現および活性化レベ
ルについて Western blot analysis により検討した。その結果、HER2、Src、STAT3、MEK の発
現レベルに関しては、Caki-2W 細胞と Caki-2T 細胞の間で違いは認められなかった。一方、活性
化レベルに関しては、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞において顕著に抑制されていることが
示された。また、Cyclin Dの発現もCaki-2T細胞において顕著に抑制されていることが示された。
アポトーシス誘導に関与する Bax、アポトーシス抑制に関与する Bcl-xL および Bcl-2 の発現に関
しては、Caki-2W細胞に比べ、Caki-2T細胞においてBaxの若干の発現誘導とBcl-xLおよびBcl-2
の発現抑制が認められた（Fig. 1-13）。 
 Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞における Src 活性化レベルの違いについて検討した。その結
果、Western blot analysis の結果と同様に、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞における Src の
活性化が有意に抑制されていることが示された（Fig. 1-14）。 
Src dominant negative mutant を用い、Src の活性化を阻害した条件下での HER2 活性化レベ
ルについて検討した。まず、Caki-2 細胞における Dominant negative src cDNA の発現を RT-PCR 
analysis により確認した。次に、Dominant negative src cDNA を導入した Caki-2 細胞（Caki-2
（DN-src））および発現ベクターのみを導入した Caki-2 細胞（Caki-2（Control））の Src 活性化
レベルについて検討した。その結果、Caki-2（Control）細胞に比べ、Caki-2（DN-src）細胞に
おける Src の活性化は有意に抑制されており、Dominant negative src cDNA は、Caki-2 細胞に
おいて正常に作用していることが確認された（Fig. 1-15(B)）。続いて、Caki-2（DN-src）細胞お
よび Caki-2（Control）細胞における HER2 の発現および活性化レベルについて Western blot 
analysis により検討した。その結果、Caki-2（Control）細胞に比べ、Caki-2（DN-src）細胞に
おける HER2 の活性化は、顕著に抑制されていることが示された。一方、発現レベルに違いは認
められなかった（Fig. 1-15(C)）。 
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(A) 
Caki-2T 
(B) 
Fig. 1-8  Effects of FCS stimulation on cell cycle progression and the activation of HER2 
dependent signal pathways in Caki-2W and Caki-2T cells under confluent cell culture 
status. 
In confluent cell culture status after being cultured for 7 days, the cells were carried out 
with overnight starvation, and subsequently 24 hr stimulation of FCS was performed to 
analyze cell cycle progression and the activation of the signal pathways. (A) Cell cycle 
distribution before and after the stimulation of FCS in Caki-2W and Caki-2T cells. Cell cycle 
analysis was performed by FACS. Values represent percentage of cell population in cell cycle 
from three independent experiments. (B) The level of each molecule was determined by 
Western blot analysis. The results shown are representative of three independent 
experiments. The activation of each molecule was estimated from the level of each 
phosphorylated form. (HER2-P; phosphorylated form of HER2, AKT-P; phosphorylated form 
of AKT, MEK-P; phosphorylated form of MEK, RB-P; phosphorylated form of RB)     
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Fig. 1-9  Effect of EGF stimulation on the activation of HER1 in Caki-2W and Caki-2T cells 
under confluent cell culture status.  
In confluent cell culture status after being cultured for 7 days, the cells were carried out with 
overnight starvation, and subsequently 2 hr stimulation of EGF was performed to analyze the 
activation of HER1. The level of each molecule was determined by Western blot analysis. The 
results shown are representative of three independent experiments. The activation of HER1 
was estimated from the level of PY20. 
 
Fig. 1-10  Suppressive effects of AG825 (a specific HER2 inhibitor) on the activation of HER2 
regulated cell growth and survival signals in Caki-2W cells. 
(A) In confluent cell culture status after being cultured for 7 days, the cells were treated with 
AG825 (Low; 2 mM and High; 10 mM) for 24 hr. Control was treated with DMSO. The level of 
each molecule was determined by Western blot analysis. The results shown are 
representative of three independent experiments. The activation of each molecule was 
estimated from the level of each phosphorylated form. (AKT-P; phosphorylated form of AKT, 
MEK-P; phosphorylated form of MEK) (B) The cells in confluent culture status were treated 
with AG825 (0-5 mM) for 72 hr, and cell viability was determined using WST-1 reagent. Date 
are expressed as mean±SEM.(n=6) Significantly different from the value of control: *,p<0.05 
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Connexin 32 siRNA Sense:5’-AAGAGGCACAAGGTCCACATCdTdT-3’ Anti-sense:5’-GAUGUGGACCUUGUGCCUCUUdTdT-3’ 
Non specific siRNA Sense:5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’ Anti-sense:5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT-3’ 
(A) 
(B) 
HER2-P 
Total-HER2 
Cyclin D 
b-actin 
Cx32 
Caki-2T 
(NSsiRNA) 
Caki-2T 
(siRNA) 
Caki-2T 
(Control) 
Fig. 1-11  Effects of siRNA inhibiting connexin 32 on the activation of HER2 and the 
expression of Cyclin D in Caki-2T cells.  
(A) siRNA sequences used in this study. (B) Connexin 32 gene was downregulated by siRNA for 
connexin 32. At 48 hr after the siRNA treatment, the level of each molecule was determined by 
Western blot analysis. The activation of HER2 was estimated from the level of phosphorylated 
form of HER2. (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; nonspecific control siRNA treatment, 
siRNA; siRNA for connexin 32 treatment, Cx32; connexin 32, HER2-P; phosphorylated form of 
HER2) 
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Fig. 1-12  Effects of inhibiting GJIC on the activation of HER2 and the expression of Cyclin D 
in Caki-2T cells.   
The cells were treated with 2.5 mM 18b-glycyrrhetinic acid (a specific inhibitor against GJIC) 
for 48 hr. Control was treated with DMSO. (A) GJIC capacity was estimated by Dye transfer 
assay. Date are expressed as mean±SEM.(n=20) Significantly different from the value of 
Caki-2T/Non: *,p<0.05 (Caki-2T/Non; DMSO treatment, Caki-2T/GA; 18b-glycyrrhetinic acid 
treatment) (B) The level of each molecule was determined by Western blot analysis. The results 
shown are representative of two independent experiments. The activation of HER2 was 
estimated from the level of phosphorylated form of HER2. (Caki-2T/Non; DMSO treatment, 
Caki-2T/GA; 18b-glycyrrhetinic acid treatment, HER2-P; phosphorylated form of HER2)  
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Fig. 1-13  Suppressive effects of connexin 32 on the activation of cell growth and survival 
signals under confluent cell culture status in Caki-2 cells.  
The level of each molecule was determined by Western blot analysis.The activation of each 
molecule was estimated from the level of each phosphorylated form. (HER2-P; phosphorylated 
form of HER2, Src-P; phosphorylated form of Src, STAT3-P; phosphorylated form of STAT3, 
MEK-P; phosphorylated form of MEK) 
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Fig. 1-14  Suppressive effect of connexin 32 on Src activity in Caki-2 cells.  
Src activity was determined by Tyrosine Kinase Assay Kit for Colorimetric Detection. Date are 
expressed as mean±SEM.(n=4) Significantly different from the value of Caki-2W: *,p<0.05 
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1-3-3 考察 
コネキシン 32 による接触阻害の回復は、コネキシン 32 が飽和密度状態における Caki-2 細胞
の増殖を制御していることを意味する。コネキシン 32 の細胞増殖制御機構を解明するため、飽和
密度状態の Caki-2 細胞における細胞周期およぼ細胞増殖シグナルについて検討した。FACS によ
る細胞周期の解析を行った結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞において FCS 刺激による
細胞周期の G1 期から S 期への移行が顕著に抑制されていることが示された。このことから、
Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は、飽和密度状態での G1 期から S 期への細胞周期の進行
を阻害すること（G1 arrest）により接触阻害を回復していることが示唆された。次に、飽和密度
状態での細胞周期進行に関与する細胞増殖シグナルについて検討した。細胞増殖シグナル伝達系
のアクセルにあたる上皮増殖因子受容体型チロシンキナーゼは、細胞質内ドメインにチロシンキ
ナーゼ活性を持つもので、EGFR（HER1）、ErbB2（HER2）、PDGFR、Flt-3、c-KIT などがあ
るが(51)、特にヒト腫瘍と関連が注目されている HER1 および HER2 に着目した。HER1 は、
Fig. 1-15  Effect of dominant negative src cDNA (DN-src; a dominant-negative mutant of Src 
lacking the transactivation domain of Src) on the activation of HER2 in Caki-2 cells.  
(A) The nucleotide sequences of specific primer for DN-src used in this study. (B) Src activity in 
Caki-2 cells transfected with DN-src. Src activity was determined by Tyrosine Kinase Assay Kit 
for Colorimetric Detection. Date are expressed as mean±SEM.(n=4) Significantly different 
from the value of Caki-2(Control): *,p<0.05 (Caki-2(Control); transfected with empty PGUE 
vector, Caki-2(DN-src); transfected with DN-src) (C) The activation of HER2 was determined by 
Western blot analysis. The activation of HER2 was estimated from the level of phosphorylated 
form of HER2. (Caki-2(Control); transfected with empty PGUE vector, Caki-2(DN-src); 
transfected with DN-src, HER2-P; phosphorylated form of HER2)  
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グリオブラストーマ（52）、膀胱癌(53)、乳癌（54）、頭頸部癌（55）などで活性化が認められて
いる。一方、HER2 は、肺癌、大腸癌、乳癌、卵巣癌などの進行癌で活性化が認められ、その発
現は生存期間と逆相関し、薬剤耐性も誘導することが報告されている（56‐58）。また、癌細胞
における細胞増殖制御異常は、HER2 過剰活性化による G1/S 期制御異常によるものと考えられ
ている（59，60）。そこで、飽和密度状態における HER1 活性化レベル、HER2 およびその下流
に位置すると考えられている細胞増殖に関わる重要な因子の発現および活性化レベルについて、
Caki-2W細胞とCaki-2T細胞の間で違いが認められるかWestern blot analysisにより検討した。
その結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞において FCS 刺激による HER2、AKT および
MEK の活性化が顕著に抑制されていることが示された。また、G1 期から S 期への移行に関与す
る Cyclin D の発現および RB の活性化も Caki-2T 細胞において抑制されていることが示された。
一方、EGF 刺激による HER1 活性化レベルは、Caki-2W 細胞と Caki-2T 細胞の間でほとんど違
いは認められなかった。このことから、飽和密度状態において、コネキシン 32 は HER2 活性化
抑制を介してその下流に位置するシグナル因子の活性化および発現を抑制し、細胞周期の G1 期
から S 期への移行を制御することにより Caki-2 細胞の増殖を抑制していることが示唆された。 
この仮説を証明するため、HER2 の阻害剤である AG825 を用い、Caki-2 細胞において HER2
の下流に位置すると考えられている AKT および MEK の活性化レベルおよび Cyclin D 発現レベ
ルについて Western blot analysis により検討した。その結果、濃度依存的に AKT および MEK
の活性化および Cyclin D の発現が抑制されていることが示された。また、AG825 の細胞増殖抑
制効果について WST-1 assay により検討した結果、濃度依存的な細胞増殖・生存活性の低下が認
められた。さらに、siRNA 処理によりコネキシン 32 の発現を抑制した条件下での HER2 活性化
レベルおよび Cyclin D 発現レベルについて検討した結果、コネキシン 32 の発現を抑制すること
により、HER2の活性化およびCyclin Dの発現は顕著に増強することが示された。このことから、
Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は HER2 活性化抑制を介して AKT および MEK の活性化
を抑制し、さらに下流に位置する Cyclin D の発現を抑制することにより飽和密度状態での細胞増
殖を制御していることが明らかとなった。 
Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の HER2 活性化制御は、GJIC の機能に関与しているか検
討した。特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用いて検討した結果、GJIC 機能阻
害による HER2 活性化レベルおよび Cyclin D 発現レベルの変化は認められなかった。このこと
から、Caki-2 細胞において、GJIC の機能は HER2 の活性化に影響を与えず、コネキシン 32 に
よる HER2 活性化制御は、GJIC の機能とは無関係であることが示唆された。従来言われていた
GJIC に依存したコネキシンによる発癌制御に加えて、GJIC に非依存的なコネキシンの癌抑制機
能があることは既に報告されているが（47）、今回観察されたコネキシン 32 による HER2 活性化
制御は、GJIC に非依存的なコネキシンの癌抑制機能の一つであることが示唆された。 
HER2 は、リガンド非依存性の homodimer および他の上皮増殖因子受容体とリガンド依存性
の heterodimer を形成することが知られている（61，62）。しかし、HER2 が他の上皮増殖因子
受容体よりも多く存在する場合、HER2 活性化はリガンド非依存性の homodimerization に関与
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していると考えられている（63）。本研究において、飽和密度状態の Caki-2 細胞を FCS で刺激
することにより、HER2 の活性化が誘導されることを示した。現在、コネキシン 32 がリガンド
非依存性の HER2 homodimerization を阻害するという直接的な証拠はない。けれども、上記の
報告および実験結果から、コネキシン 32 は、リガンド非依存性の HER2 homodimerization を阻
害することにより腎癌細胞の増殖を制御している可能性が考えられる。HER2 の活性化は、tight 
junction を崩壊させることにより上皮単層を多層化させるため、異常な細胞増殖に加え、腎上皮
細胞の極性崩壊にも寄与している。さらに、HER2 の活性化による細胞極性の消失は、発癌初期
段階における重要な出来事であると考えられている（64）。また、肝細胞において、コネキシン
32 は、occludin や ZO-1 との相互作用を介して tight junction を回復させることが報告されてい
る（65，66）。コネキシン 32 の down regulation により、腎癌細胞における occludin の発現が抑
制されるとの報告もある（67）。以上のことから、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は HER2
活性化抑制を介して細胞周期を制御し、また、細胞極性を維持することによって接触阻害を回復
させることが示唆された。この仮説は、コネキシン 32 が HER2 依存性シグナル経路の上流に位
置し、コネキシン 32 がシグナル伝達を制御することにより、腎癌細胞の悪性形質発現を抑制する
ことを意味している。けれども、コネキシン 32 による HER2 活性化抑制の詳細な機構について、
その機能が GJIC の機能とは無関係であること意外はまだ明らかとなっていない。最近、GJIC
の機能とは無関係に、コネキシン 43 の C 末端と Src の相互作用を介して、コネキシン 43 が Src
の活性化および Src の下流に位置する生存・増殖シグナルを制御していることが報告された（68）。
さらに、Src による HER2 の活性化は、HER2 の下流に位置する細胞増殖因子へのシグナル伝達
および癌細胞の悪性形質発現誘導に重要であることが報告されている（69）。これらの報告から、
Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は Src との相互作用を介して、HER2 依存性シグナル経路
を制御している可能性が考えられる。そこで、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は HER2/Src
およびその下流に位置する生存・増殖因子を制御しているか検討するため、飽和密度状態におけ
る生存・増殖シグナルを調節している主な因子の発現および活性化レベルについて Western blot 
analysis により検討した。その結果、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は HER2、Src およ
びその下流に位置すると考えられている STAT3、MEK の活性化を顕著に抑制していることが示
された。一方、それらの因子の発現レベルに変化は認められなかった。このことから、Caki-2 細
胞において、コネキシン 32 は主に HER2 および Src の活性化抑制を介して、その下流の生存・
増殖シグナルを制御していることが推察された。さらに、抗アポトーシス因子（Bcl-xL、Bcl-2）
の発現抑制およびアポトーシス誘導因子（Bax）の発現誘導が認められたことから、コネキシン
32 によりアポトーシスが誘導されやすい状態になっていることが示唆された。Caki-2 細胞におい
て、コネキシン 32 が Src 活性化を抑制していることは、Src activity assay の結果からも確認で
きた。そこで、Src dominant negative mutant を用い、Src が HER2 依存性シグナル経路の上流
に位置しているか検討した。その結果、Caki-2 細胞に Src dominant negative mutant を導入し
たことにより、HER2 の活性化が抑制されていることが示された。このことから、Caki-2 細胞に
おいて、Src は HER2 の上流に位置し、HER2 の活性化を制御していることが示唆された。 
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Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は、Src/HER2 活性化抑制を介してその下流のシグナル
経路を制御し、細胞増殖を抑制していることが示唆された。GJIC の機能に非依存的なコネキシ
ン 32 の癌抑制機能について更に研究を進めていくことは、ヒト腎細胞癌の新たな治療ターゲット
としてのコネキシン 32 の可能性を明らかにするかもしれない。
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第 4 節 原発性腎細胞癌株(Caki-2)におけるコネキシン 32 と PKI-166 の併用効果に    
関する検討 
 
1-4-1 実験方法 
【細胞株】 
第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ PKI-166（CGP75166）（Novartis Pharma AG） 
・ DMSO（SIGMA） 
・ 18β-glycyrretinic acid（SIGMA） 
・ BrdU（Roche Diagonistics） 
 ただし、細胞培養に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に、WST-1 assay に使用した薬剤は、
第 1 章 第 3 節に、Cell cycle analysis に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【WST-1 assay】 
PKI-166 添加による検討：5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が
PKI-166；0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で
72 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
PKI-166および 18β-glycyrretinic acid添加による検討：5％ FCS添加McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid 1μM になるように薬剤を添加し、5％ 
CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。24 時間後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が PKI-166 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で
72 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Cell cycle analysis】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 2×105 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。
24 時間後、それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終
濃度が PKI-166 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーシ
ョンした。コントロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
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【Caspase-3 activity assay】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 2×105 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。
24 時間後、それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終
濃度が PKI-166 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間または 48 時間
インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
Caspase-3 activity assay は、Caspase-3/CPP32 Colorimetrc Assay Kit（Biovision）を用い、
行った。 
  薬剤添加 24 時間または 48 時間後、細胞を回収し、細胞数を数え、Caki-2W 細胞および
Caki-2T 細胞をそれぞれ 1×106 cells/mL に調製した。細胞を冷却した Cell Lysis Buffer   
50μL で懸濁し、氷上で 10 分間インキュベーションした。4℃で 10,000 rpm、1 分間遠心し、
上清を新しいエッペンドルフチューブに移し、氷上に放置した。タンパク定量を行い、Cell Lysis 
Buffer 50μL 中にタンパク量がそれぞれ 20μg となるように希釈し、サンプルを調製した。  
2×Reaction Buffr 1 mL に 0.1 M DTT 10μL を加え、Reaction Buffer を調製した。調製した
Reaction Buffer 50μLおよび 4 mM DEVD-pNA substrate 5μLをそれぞれのサンプルに添加
し、37℃で 1～2 時間インキュベーションした。MICROPLATE READER（IWAKI）を用い、
波長 405 nm で吸光度を測定した。得られた検量線から Caspase-3 活性を求めた。 
 
【DNA fragmentation assay】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞をそれぞれ 2×105 cells/mL に調製し、最終濃度が BrdU  
10μM となるように加え、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。McCoy’s 5A 
medium modified で洗浄後、96 穴プレートにそれぞれ 200μL/well ずつ分注し、最終濃度が
PKI-166 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間または 48 時間インキ
ュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
DNA fragmentation assay は、 Cellular DNA Fragmentation ELISA Kit （ Roche 
Diagonistics）を用い、行った。 
薬剤添加 24 時間または 48 時間後、96 穴プレートから全ての上清を採取し、遠心後、沈殿
に 100μL のインキュベーション用緩衝液を加えて懸濁し、それぞれもとの well に戻して室温
で 30 分間放置し溶解させた。溶解後、室温で 250 rpm、10 分間遠心し、上清 100μL を採取
しサンプルとした。 
  コーティング緩衝液 1 mL を蒸留水 9 mL で希釈した。この溶液 9.8 mL と抗 DNA 抗体  
0.2 mL を混合し、これをコーティング溶液とした。96 穴プレートにコーティング溶液      
100μL/well 分注し、室温で 1 時間インキュベーションした。コーティング溶液を完全に除去
し、インキュベーション溶液 200μL/well 加え、室温で 30 分間インキュベーションした。イン
キュベーション溶液を完全に除去し、洗浄溶液 300μL/well で 2、3 分間ずつ 3 度洗浄した。
サンプルを 96 穴プレートに 100μL/well ずつ入れ、室温で 90 分間インキュベーションし、上
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記と同様に洗浄した。電子レンジで 500～1000W、5 分間マイクロウェーブ照射し、サンプル
を変性、固定し、－20℃で約 10 分間冷却した。ブランク以外の well に Peroxidase 標識抗-BrdU
結合溶液 100μL/well ずつ入れ、室温で 90 分間インキュベーションし、上記と同様に洗浄し
た。基質溶液 100μL/well ずつ入れ、遮光して約 10～30 分間インキュベーションした。1 M 
H2SO4 25μL/well 加え、1 分間インキュベーションし、MICROPLATE READER（IWAKI）
を用い、波長 450 nm で吸光度を測定した。 
 
【統計処理】 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
 
1-4-2 結果 
 コネキシン 32 と HER2/HER1 阻害剤である PKI-166 を組み合わせることにより、腎細胞癌に
対し、より強力な癌抑制効果を得ることができるか検討を行った。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞に対する PKI-166 の殺細胞効果について WST-1 assay によ
り検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果
が認められた。PKI-166 濃度 0.05～0.5μM では、その違いは有意なものであった（Fig. 1-16）。 
Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた要
因を明らかにするため、細胞周期制御およびアポトーシス誘導に関する PKI-166 の効果について
検討した。 
PKI-166 が細胞周期に影響を及ぼしているか検討するため、FACS による細胞周期の解析を行
った。その結果、Caki-2W 細胞におけるコントロール 0 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が
74.70％、S 期が 11.64％、G2/M 期が 13.66％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布
割合は G1 期が 52.52％、S 期が 13.34％、G2/M 期が 34.14％であり、PKI-166 処理 24 時間後の
細胞周期の分布割合は G1 期が 63.01％、S 期が 14.60％、G2/M 期が 22.39％であった。一方、
Caki-2T 細胞におけるコントロール 0 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 72.19％、S 期が
11.11％、G2/M 期が 16.70％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が
70.25％、S 期が 12.01％、G2/M 期が 1.74％であり、PKI-166 処理 24 時間後の細胞周期の分布
割合は G1 期が 76.71％、S 期が 11.06％、G2/M 期が 12.23％であった（Fig. 1-17（A））。また、
アポトーシスマーカーである sub G1 の割合は、Caki-2W 細胞において、コントロール 0 時間後
は 1.26％、コントロール 24 時間後は 1.08％、PKI-166 処理 24 時間後は 1.56％であった。一方、
Caki-2T 細胞において、コントロール 0 時間後は 1.20％、コントロール 24 時間後は 2.02％、
PKI-166 処理 24 時間後は 2.81％であった（Fig. 1-17（B））。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞におけるアポトーシス誘導に関する PKI-166 の効果につい
て検討した。Caspase-3 activity assay による検討の結果、Caki-2T 細胞において、PKI-166 処理
による時間依存的な Caspase-3 活性の増加が認められ、48 時間後の Caki-2T 細胞（Control）と
 39 
Caki-2T 細胞（PKI-166 処理）を比較したところ、Caki-2T 細胞（Control）に比べ、Caki-2T 細
胞（PKI-166 処理）の Caspase-3 活性は有意に増加していた（Fig. 1-18(A)）。また、DNA 
fragmentation assay による検討の結果、Caki-2T 細胞において、PKI-166 処理による時間依存
的な DNA fragmentation の増加が認められ、48 時間後の Caki-2T 細胞（Control）と Caki-2T
細胞（PKI-166 処理）を比較したところ、Caki-2T 細胞（Control）に比べ、Caki-2T 細胞（PKI-166
処理）の DNA fragmentation は有意に増加していた（Fig. 1-18(B)）。 
Caki-2W細胞に比べ、Caki-2T細胞においてより高い殺細胞効果が認められた要因としてGJIC
の機能が関与しているか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行
った。その結果、Caki-2W 細胞（PKI-166 処理）と Caki-2W 細胞（PKI-166＋GA 処理）の殺細
胞効果に違いは認められなかった。一方、Caki-2T 細胞（PKI-166 処理）に比べ、Caki-2T 細胞
（PKI-166＋GA 処理）の殺細胞効果は有意に抑制されていた（Fig. 1-19）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-16  Suppressive effect of PKI-166 on cell viability in Caki-2W and Caki-2T cells.  
The cells were treated with PKI-166 at indicated concentration for 72 hr, and subsequently cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from Caki-2W at each treatment dose: *,p<0.05 (PKI-166 is a specific 
inhibitor of HER1 and HER2.)  
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Fig. 1-17  Effect of PKI-166 on cell cycle progression and induction of apoptosis in Caki-2W and 
Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PKI-166 for 24 hr. Control was treated with DMSO. Cell cycle 
analysis was performed by FACS. (A) Cell cycle distribution of Caki-2W and Caki-2T cells. (B) % 
of sub G1 population in cell cycle of Caki-2W and Caki-2T cells.  
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Fig. 1-18  Effects of PKI-166 on Caspase-3 activity (A) and DNA fragmentation (B) in Caki-2W 
and Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PKI-166 for 24 hr and 48 hr. Control was treated with DMSO. 
After the treatment, each assay was carried out. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) 
Significantly different from the value of Control in each clone: *,p<0.05 
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1-4-3 考察 
前節（第 1 章 第 3 節）にて、コネキシン 32 は、一部 HER2 不活性化を介して Caki-2 細胞の
増殖を制御していることが示された。また、コネキシン 32 の癌抑制効果は、殺細胞効果ではなく、
細胞増殖抑制効果であることが示唆された。しかし、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は
Bcl-xL や Bcl-2 などの代表的な抗アポトーシス因子の発現を抑制した。一般的に、アポトーシス
は、抗アポトーシス因子とアポトーシス誘導因子の発現を変化させることによって調節されてい
ることが知られている（70）。したがって、Bcl-xL や Bcl-2 の発現抑制により、Caki-2T 細胞に
おいてアポトーシスが誘導されやすい状態になっていると考えられる。また、HER2/HER1 
heterodimer を介した細胞生存・増殖シグナルに関連する様々なシグナル経路の活性化が、いく
つかの癌細胞における悪性形質発現に必要であり、特異的な阻害剤による HER2/HER1 活性化阻
害は、アポトーシスを効果的に誘導することが示されている（71）。上記の報告と実験結果より、
PKI-166 を用いて HER2/HER1 の活性化を阻害することによって、Caki-2 細胞に対するコネキ
シン 32 の癌抑制効果を増強できるのではないかと仮定し、種々の検討を行った。 
PKI-166 の癌抑制効果について WST-1 assay により検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、
Caki-2T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた。このことから、Caki-2 細
 
Fig. 1-19  Effect of inhibiting GJIC on PKI-166 induced cytotoxicity in Caki-2W and Caki-2T 
cells.  
The cells were treated with 1 mM 18b-glycyrrhetinic acid (a specific inhibitor against GJIC) and 
then treated 24 hr later with 0.1 mM PKI-166 for 72 hr. Control was treated with DMSO. Cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from the value of Control: *,p<0.05, Significantly different from the value 
of PKI-166: *,p<0.05 (GA; 18b-glycyrrhetinic acid treatment)  
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胞における PKI-166 による HER2/HER1 活性化阻害は、コネキシン 32 の癌抑制効果を増強する
ことが示唆された。 
両細胞間における PKI-166 の癌抑制効果の違いは、細胞周期制御によるものか、若しくはアポ
トーシス誘導によるものか検討するため、Cell cycle analysis、Caspase-3 activity assay および
DNA fragmentation assay を行った。その結果、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は G1 arrest
を引き起こすことが示された。また、PKI-166 は、Caki-2T 細胞における G1 arrest をわずかに
増強させた。さらに、PKI-166 は、Caki-2T 細胞だけでなく Caki-2W 細胞においても G1 arrest
を引き起こすことが示された。一方、PKI-166 は、Caki-2T 細胞においてのみアポトーシスを誘
導した。以上の結果から、Caki-2T 細胞における PKI-166 による癌抑制効果の増強は、主にアポ
トーシス誘導に起因していることが示唆された。 
両細胞間における PKI-166 の癌抑制効果に違いが認められた要因として GJIC の機能が関与し
ているか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行った。その結果、
GJIC 阻害剤処理により、Caki-2T 細胞における PKI-166 の殺細胞効果が抑制されることが示さ
れた。一方、Caki-2W 細胞における PKI-166 の殺細胞効果には影響を与えなかった。      
18β-glycyrrhetinic acid 処理により、細胞の GJIC の機能はおよそ 80％阻害される。このことか
ら、Caki-2T 細胞における PKI-166 による殺細胞効果の増強は、GJIC の機能に一部関与してい
る可能性が示唆された。 
HER2 の過剰発現は予後不良因子であり、乳癌における抗癌剤耐性の増加と関連していること
が報告されている（72）。また、癌細胞において HER2 は HER1 と heterodimer を形成するが、
この heterodimer 形成が抗癌剤耐性に寄与しているとの報告も存在する（71）。HER1 および
HER2 の活性化は腎細胞癌の悪性化（進行）に必要とされているため（73）、HER2/HER1 
heterodimer は腎細胞癌の悪性化（進行）を助長する可能性が考えられる。さらに、最近の報告
において、細胞死を誘導された膀胱癌細胞は gap junction を介して隣接した細胞へ death signal
を伝え、伝達された death signal により隣接した細胞もまたアポトーシスが誘導され、細胞死を
引き起こすことが示された（74）。この報告から、細胞死を誘導された細胞から周囲の生きている
細胞へ gap junction を介して death signal が伝達されることにより、癌細胞を殺すために必要と
される抗癌剤の投与量を減らすことが可能であると考えられる。以上のことから、コネキシン 32
と HER2/HER1 活性化阻害剤を組み合わせることは、悪性度の高い腎細胞癌の増殖を制御するた
めに有効であると考えられた。
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第 5 節 原発性腎細胞癌株(Caki-2)におけるコネキシン 32 と PP1 の併用効果に     
関する検討 
 
1-5-1 実験方法 
【細胞株】 
  第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【動物】 
  第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ PP1（BIOMOL） 
・ DMSO（SIGMA） 
・ 18β-glycyrretinic acid（SIGMA） 
・ 抗 Total-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospho-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospo-STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Cyclin D 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bax 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-xL 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-2 抗体（BD Biosciences） 
ただし、細胞培養および Western blot analysis に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に、WST-1 
assay および Src activity assay に使用した薬剤は、第 1 章 第 3 節に、Cell cycle analysis お
よび in vivo tumorigenecity に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に、Caspase-3 activity assay
および DNA fragmentation assay に使用した薬剤は、第 1 章 第 4 節に従った。 
 
【WST-1 assay】 
PP1 添加による検討：5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1；
0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 72 時間イン
キュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
PP1 および 18β-glycyrretinic acid 添加による検討：5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid 2μM になるように薬剤を添加し、5％ 
CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。24 時間後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が PP1 0.25μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で    
72 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
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    操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Cell cycle analysis】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 2×105 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。
24 時間後、それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終
濃度が PP1 0.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーション
した。コントロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Caspase-3 activity assay】 
    操作方法は、第 1 章 第 4 節に従った。 
    ただし、最終濃度が PP1 0.5μM になるように薬剤を添加した。 
 
【DNA fragmentation assay】 
操作方法は、第 1 章 第 4 節に従った。 
    ただし、最終濃度が PP1 0.5μM になるように薬剤を添加した。 
 
【Src activity assay】 
    Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートに 1×106 cells/plate 播種し、10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、
それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1 
0.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。コン
トロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Western blot analysis】 
  Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播種し、10％ FCS 添加
McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、それ
ぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1     
0.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。コン
トロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
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【in vivo tumorigenicity】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
ただし、細胞懸濁液は 5×106 cells/0.3 mL になるように調製し、ヌードマウスの背中にそれ
ぞれ 0.3 mL ずつ注入した。3 週間後、実験を終了し、腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定した。ま
た、血液を採取し、Human VEGF assay に用いた。 
 
【マウスの薬物処置】 
  PP1 20 mg/kg を DMSO に懸濁し、細胞移植 7 日後より 2 週間、マウス体重あたり 0.1 mL/20 
g ずつ、1 週間に 3 回腹腔投与した。 
 
【Human VEGF assay】 
  Human VEGF assayは、Human VEGF ELISA Kit（Biosource International）を用い、行
った。 
  ヌードマウスから採取した血液の血清を10倍希釈したものをサンプルとした。検量線を作成
するため、Standard用のサンプルも調製した。96穴プレートにIncubation buffer 50μL/well
入れ、StandardおよびSampleを100μL/wellずつ加え、混合し、室温で2時間インキュベーシ
ョンした。溶液をすべて除去し、Working Wash Buffer 400μL/wellで4回洗浄した。Chromogen 
Blank 用のwell以外にanti-VEGF 100μL/well加え、室温で1時間インキュベーションした。溶
液をすべて除去し、上記と同様に洗浄を行った。Chromogen Blank用のwell以外に
Streptavidin-HRP Working Soluion 100μL/well加え、室温で30分間インキュベーションした。
溶液をすべて除去し、上記と同様に洗浄を行った。Stabilized-chromogen 100μL/well加え、
遮光、室温で30分間インキュベーションした。Stop Solution 100μL/well加え、混合し、2時
間以内にMICROPLATE READER（IWAKI）を用い、波長450 nmで吸光度を測定した。得ら
れた検量線からhVEGF量を求めた。 
 
【統計処理】 
  第 1 章 第 2 節に従った。 
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1-5-2 結果 
コネキシン 32 と Src family チロシンキナーゼ阻害剤である PP1 を組み合わせることにより、
腎細胞癌に対し、より強力な癌抑制効果を得ることができるか検討を行った。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞に対する PP1 の殺細胞効果について WST-1 assay により検
討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認
められた。PP1 濃度 0.1～2.5μM では、その違いは有意なものであった（Fig. 1-20）。 
Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた要
因を明らかにするため、細胞周期制御およびアポトーシス誘導に関する PP1 の効果について検討
した。 
PP1 が細胞周期に影響を及ぼしているか検討するため、FACS による細胞周期の解析を行った。
その結果、Caki-2W細胞におけるコントロール 0時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 75.71％、
S 期が 12.06％、G2/M 期が 12.19％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1
期が 64.50％、S 期が 15.87％、G2/M 期が 19.63％であり、PP1 処理 24 時間後の細胞周期の分
布割合は G1 期が 83.59％、S 期が 6.89％、G2/M 期が 9.52％であった。一方、Caki-2T 細胞にお
けるコントロール 0 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 73.98％、S 期が 11.82％、G2/M 期
が 14.20％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 72.29％、S 期が
13.09％、G2/M期が14.62％であり、PP1処理24時間後の細胞周期の分布割合はG1期が83.81％、
S 期が 5.39％、G2/M 期が 10.80％であった（Fig. 1-21（A））。また、アポトーシスマーカーであ
る sub G1 の割合は、Caki-2W 細胞において、コントロール 0 時間後は 1.72％、コントロール 24
時間後は 1.03％、PP1 処理 24 時間後は 1.37％であった。一方、Caki-2T 細胞において、コント
ロール 0 時間後は 1.30％、コントロール 24 時間後は 1.52％、PP1 処理 24 時間後は 7.89％であ
った（Fig. 1-21（B））。 
Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞におけるアポトーシス誘導に関する PP1 の効果について検
討した。Caspase-3 activity assay による検討の結果、Caki-2T 細胞において、PP1 処理による
時間依存的な Caspase-3 活性の増加が認められ、Caki-2T 細胞（Control）と Caki-2T 細胞（PP1
処理）を比較したところ、Caki-2T 細胞（Control）に比べ、Caki-2T 細胞（PP1 処理）の Caspase-3
活性は有意に増加していた（Fig. 1-22(A)）。また、DNA fragmentation assay による検討の結果、
Caki-2T 細胞において、PP1 処理による時間依存的な DNA fragmentation の増加が認められ、
Caki-2T 細胞（Control）と Caki-2T 細胞（PP1 処理）を比較したところ、Caki-2T 細胞（Control）
に比べ、Caki-2T 細胞（PP1 処理）の DNA fragmentation は有意に増加していた（Fig. 1-22(B)）。 
Caki-2W細胞に比べ、Caki-2T細胞においてより高い殺細胞効果が認められた要因としてGJIC
の機能が関与しているか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行
った。その結果、Caki-2W 細胞（PP1 処理）と Caki-2W 細胞（PP1＋GA 処理）の殺細胞効果に
違いは認められなかった。一方、Caki-2T 細胞（PP1 処理）に比べ、Caki-2T 細胞（PP1＋GA
処理）の殺細胞効果は有意に抑制されていた（Fig. 1-23）。 
PP1 処理による Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞における Src 活性化レベルの変化について
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検討した。その結果、Caki-2W 細胞（Control）に比べ、Caki-2T 細胞（PP1 処理）、Caki-2T 細
胞（Control）、Caki-2W 細胞（PP1 処理）の順に Src の活性化が抑制されていることが示された。
また、Caki-2T 細胞（Control）に比べ、Caki-2T 細胞（PP1 処理）における Src の活性化は、有
意に抑制されていた（Fig. 1-24）。 
PP1 処理による Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞における Src が制御しているシグナル因子
の発現および活性化レベルの変化について検討した。Western blot analysis により検討した結果、
HER2 および STAT3 の発現に関しては、Caki-2W 細胞（Control）、Caki-2W 細胞（PP1 処理）、
Caki-2T 細胞（Control）および Caki-2T 細胞（PP1 処理）の間でほとんど違いは認められなか
った。一方、活性化レベルに関しては、Caki-2T 細胞（PP1 処理）において最も抑制されている
ことが示された。Cyclin D の発現は、Caki-2T 細胞（Control）および Caki-2T 細胞（PP1 処理）
において同程度の抑制が認められた。また、アポトーシス抑制に関与する Bcl-xL および Bcl-2 の
発現は、Caki-2T 細胞（PP1 処理）において最も抑制されていることが示され、アポトーシス誘
導に関与する Bax の発現は、Caki-2T 細胞（Control）および Caki-2T 細胞（PP1 処理）におい
てわずかな増強が認められた（Fig. 1-25）。 
in vivo におけるCaki-2W 細胞およびCaki-2T 細胞に対するPP1の癌抑制効果について検討し
た。腫瘍容積について検討した結果、Caki-2W 細胞（Control）群の腫瘍容積に比べ、Caki-2T
細胞（Control）群および Caki-2T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍容積は有意に減少していることが
示された。細胞移植 21 日後の腫瘍容積の平均値は、Caki-2W 細胞（Control）群では 220.74 mm3、
Caki-2W 細胞（PP1 処理）群では 151.81 mm3、Caki-2T 細胞（Control）群では 124.51 mm3、
Caki-2T 細胞（PP1 処理）群では 71.93 mm3であり、Caki-2T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍増殖が
最も抑制されていた（Fig. 1-26(A)）。腫瘍重量について検討した結果、Caki-2W 細胞（Control）
群の腫瘍重量に比べ、Caki-2W 細胞（PP1 処理）群、Caki-2T 細胞（Control）群および Caki-2T
細胞（PP1 処理）群の腫瘍重量は有意に抑制されていることが示された。摘出した腫瘍重量の平
均値は、Caki-2W 細胞（Control）群では 0.073 g、Caki-2W 細胞（PP1 処理）群では 0.036 g、
Caki-2T 細胞（Control）群では 0.037 g、Caki-2T 細胞（PP1 処理）群では 0.028 g であり、Caki-2T
細胞（PP1 処理）群の腫瘍増殖が最も抑制されていた（Fig. 1-26(B)）。実験終了時のそれぞれの
群の代表例を示した。写真からも Caki-2W 細胞（Control）群の腫瘍増殖に比べ、Caki-2T 細胞
（Control）群および Caki-2T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍増殖が抑制されている様子が認められ
た（Fig. 1-26(C)）。血清中 hVEGF 発現レベルについて検討した結果、Caki-2W 細胞（Control）
群の血清中 hVEGF 発現レベルに比べ、Caki-2W 細胞（PP1 処理）群、Caki-2T 細胞（Control）
群および Caki-2T 細胞（PP1 処理）群の血清中 hVEGF 発現レベルの抑制傾向が認められた（Fig. 
1-26(D)）。一般毒性の指標として、それぞれの群の薬物投与前と投与後の体重を測定した。その
結果、Caki-2W 細胞群および Caki-2T 細胞群どちらにおいても Control 群と PP1 処理群のマウ
スの体重増加率に有意な差は認められなかった（Fig. 1-26(E)）。 
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(B) 
Fig. 1-20  Suppressive effect of PP1 on cell viability in Caki-2W and Caki-2T cells.  
The cells were treated with PP1 at indicated each concentration for 72 hr, and subsequently cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from the value of Caki-2W at each treatment dose: *,p<0.05 (PP1 is a 
potent and selective inhibitor of src family tyrosine kinases.)  
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Fig. 1-21  Effect of PP1 on cell cycle progression and induction of apoptosis in Caki-2W and 
Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.5 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. Cell cycle 
analysis was performed by FACS. (A) Cell cycle distribution of Caki-2W and Caki-2T cells. (B) % 
of sub G1 population in cell cycle of Caki-2W and Caki-2T cells.  
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Fig. 1-22  Effects of PP1 on Caspase-3 activity (A) and DNA fragmentation (B) in Caki-2W and 
Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.5 mM PP1 for 24 hr and 48 hr. Control was treated with DMSO. 
After the treatment, each assay was carried out. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) 
Significantly different from the value of Control in each clone: *,p<0.05 
 
  
Fig. 1-23  Effect of inhibiting GJIC on PP1 induced cytotoxicity in Caki-2W and Caki-2T cells.  
The cells were treated with 2 mM 18b-glycyrrhetinic acid (a specific inhibitor against GJIC) and 
then treated 24 hr later with 0.25 mM PP1 for 72 hr. Control was treated with DMSO. Cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from the value of Control: *,p<0.05, Significantly different from the value 
of PP1: *,p<0.05 (GA; 18b-glycyrrhetinic acid treatment)  
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Fig. 1-24  Suppressive effect of PP1 on Src activity in Caki-2W and Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.5 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. After the 
treatment, Src activity was determined by Tyrosine Kinase Assay Kit for Colorimetric Detection. 
Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-2W 
(Control): *,p<0.05, Significantly different from the value of Caki-2T(Control): *,p<0.05 
Fig. 1-25  Suppressive effects of PP1 on the activation of Src-regulated signal molecules in 
Caki-2W and Caki-2T cells.  
The cells were treated with 0.5 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. After the 
treatment, the level of each molecule was determined by Western blot analysis. The results 
shown are representative of two independent experiments. The activation of each molecule was 
estimated from the level of each phosphorylated form. (HER2-P; phosphorylated form of HER2, 
STAT3-P; phosphorylated form of STAT3) 
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1-5-3 考察 
  前節（第 1 章 第 3 節）にて、コネキシン 32 は、Src/HER2 不活性化を介して Caki-2 細胞の増
殖を制御していることが示された。また、コネキシン 32 の癌抑制効果は、殺細胞効果ではなく、
細胞増殖抑制効果であることが示唆された。しかし、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は
Bcl-xL や Bcl-2 などの代表的な抗アポトーシス因子の発現を抑制した。したがって、Caki-2T 細
胞においてアポトーシスが誘導されやすい状態になっていると考えられる。また、以前の研究に
おいて、Src を介した生存・増殖シグナルに関連する様々なシグナル経路の活性化が、いくつか
の癌細胞における悪性形質発現に必要であり、特異的な阻害剤を用いて Src の活性化を阻害する
ことにより、アポトーシスを効果的に誘導することが示されている（75）。上記の報告と実験結果
より、Src family チロシンキナーゼ阻害剤である PP1 を用いてさらに Src の活性化を阻害するこ
とによって、Caki-2 細胞に対するコネキシン 32 の癌抑制効果を増強できるのではないかと仮定
し、種々の検討を行った。 
Fig. 1-26 Negative effects of PP1 in Caki-2W and Caki-2T cells after s.c. implantation into nude 
mice.  
Caki-2W and Caki-2T cells were subcutaneously injected into the backs of each nude mouse. 
Mice were treated with PP1 (20 mg/kg body weight, i.p., three times a week) or DMSO for 2 
weeks. (A) Tumors were measured once a week. Tumor size was calculated from the formula of 
0.5×a×b2 (a: long diameter, b: short diameter) and expressed in mm3. Each curve represents 
the mean tumor volume in each group.(n=5) Vertical bars represent SEM. Significantly 
different from the value of Caki-2W(Control): *,p<0.05 (B) At 2 weeks after the start of PP1 
treatment, the mice were killed, the solid tumors were rapidly removed and weighed. Date are 
expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-2W(Control): 
*,p<0.05 (C) Representative mice in each group. (a; Caki-2W cells s.c. xenograft in nude mouse 
from the control group, b; Caki-2W cells s.c. xenograft in nude mouse from the PP1 treatment 
group, c; Caki-2T cells s.c. xenograft in nude mouse from the control group, d; Caki-2T cells s.c. 
xenograft in nude mouse from the PP1 treatment group) (D) At 2 weeks after the start of PP1 
treatment, the blood was taken from nude mice bearing Caki-2W and Caki-2T cells and the 
level of serum VEGF was determined by Human VEGF ELISA Kit. Date are expressed as 
mean±SEM.(n=5) (E) Body weight was measured once a week. Date are expressed as the 
mean±SEM.(n=5) 
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    PP1 の癌抑制効果について WST-1 assay により検討した結果、Caki-2W 細胞に比べ、Caki-2T
細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた。このことから、Caki-2 細胞におけ
る PP1 による Src 活性化阻害は、コネキシン 32 の癌抑制効果を増強することが示唆された。 
両細胞間における PP1 の癌抑制効果の違いは、細胞周期制御によるものか、若しくはアポトー
シス誘導によるものか検討するため、Cell cycle analysis、Caspase-3 activity assay および DNA 
fragmentation assay を行った。その結果、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は G1 arrest
を引き起こすことが示された。また、PP1 は、Caki-2T 細胞における G1 arrest を増強させた。
さらに、PP1 は、Caki-2T 細胞だけでなく Caki-2W 細胞においても G1 arrest を引き起こすこと
が示された。一方、PP1 は、Caki-2T 細胞においてのみアポトーシスを誘導した。以上の結果か
ら、Caki-2T 細胞における PP1 による癌抑制効果の増強は、主にアポトーシス誘導に起因してい
ることが示唆された。 
両細胞間における PP1 の癌抑制効果に違いが認められた要因として GJIC の機能が関与してい
るか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行った。その結果、GJIC
阻害剤処理により、Caki-2T細胞におけるPP1の殺細胞効果が抑制されることが示された。一方、
Caki-2W 細胞における PP1 の殺細胞効果には影響を与えなかった。このことから、Caki-2T 細胞
における PP1 による殺細胞効果の増強は、GJIC の機能に一部関与している可能性が示唆された。 
腎細胞癌において、Src は STAT3 の活性化を介して、その下流の細胞増殖・生存活性を制御し
ているシグナル因子を活性化していることが報告されている（76）。また、Src が制御しているシ
グナル因子の中で、STAT3 は、腎細胞癌を含む癌における Src 依存性の悪性形質発現のための主
用な因子とみなされている（76‐78）。さらに、STAT3 は、細胞周期の G1 期から S 期に移行す
るために必要な Cyclin D と代表的な抗アポトーシス因子である Bcl-xL の発現誘導を介して、細
胞増殖・生存に関与していることが報告されている（78，79）。それゆえ、Caki-2W 細胞および
Caki-2T 細胞における PP1 による癌抑制効果の違いは、Src-STAT3 シグナル経路の活性化状態と
関連があるのではないかと仮定し、各々の細胞における Src 活性化レベルおよび Src が制御して
いるシグナル因子の発現および活性化レベルについて検討した。その結果、HER2 および STAT3
の活性化は、Caki-2T 細胞（PP1 処理）において最も抑制されていることが示された。Cyclin D、
Bcl-xL および Bcl-2 の発現も Caki-2T 細胞（PP1 処理）において最も抑制されていることが示さ
れた。また、Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞における HER2 の活性化、STAT3 の活性化およ
び細胞周期制御因子（Cyclin D）、抗アポトーシス因子（Bcl-xL、Bcl-2）の発現変化は相互に関
連していることが示された。このことから、Caki-2 細胞において、PP1 は、Src、HER2 および
STAT3 活性化抑制により Cyclin D および Bcl-xL、Bcl-2 の発現を抑制し、コネキシン 32 の癌抑
制効果を増強していることが示唆された。前述した通り、アポトーシスは、Bcl-xL や Bcl-2 のよ
うな抗アポトーシス因子とBaxのようなアポトーシス誘導因子の発現変化により調節されている
（70）。そのため、Bax に対する Bcl-xL および Bcl-2 の発現割合の減少が、Caki-2T 細胞におけ
る PP1 による殺細胞効果の増強に寄与していると考えられた。以上の結果から、Caki-2W 細胞
および Caki-2T 細胞における PP1 の癌抑制効果の違いは、Src 活性化状態の違いに起因している
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可能性が示唆された。 
in vivo においても、PP1 は、Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制効果を増強するか確
認するため、マウス xenograft model を用い、種々の検討を行った。腫瘍容積および腫瘍重量に
ついて検討した結果、Caki-2W 細胞（Control）群の腫瘍増殖に比べ、Caki-2T 細胞（Control）
群の腫瘍増殖は有意に抑制され、Caki-2T 細胞（PP1 処理）群における腫瘍増殖が最も抑制され
ていることが示された。腎細胞癌は血管新生に富む性質をもち(80)、血管新生に富む腎細胞癌で
は VEGF (vascular endothelial growth factor; 血管内皮増殖因子)の mRNA が増加しているこ
とが知られている。一方、血管新生の低い腎細胞癌では VEGF の発現が低下していたという報告
があり、VEGF は、腎細胞癌において最も重要な血管新生促進物質の一つであると考えられてい
る(81，82)。さらに、遺伝性腎細胞癌を発症することで知られる von Hippel-Lindau 病の原因遺
伝子であるVHL遺伝子の不活性化により、VEGFが誘導されることも明らかとなっている(83)。
そこで、in vivo における Caki-2W 細胞および Caki-2T 細胞に対する PP1 の癌抑制効果の違いは
VEGF 発現レベルに起因するのではないかと仮定し、マウス血清中 hVEGF 発現レベルについて
検討した。その結果、Caki-2T 細胞（PP1 処理）群において最も hVEGF の発現が抑制されてい
ることが示された。以上の結果から、in vivo においても、PP1 は、Caki-2 細胞におけるコネキ
シン 32 の癌抑制効果を増強することが示唆された。 
組織特異的な癌抑制機能を有するコネキシン 32 と PP1 のような適切な抗癌物質の組み合わせ
は、腎細胞癌に対する新たな治療法確立のための有用な戦略であると考えられた。 
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小活（1） 
 
・ Caki-2 細胞にコネキシン 32 を導入することにより、細胞間コミュニケーションが回復す
ることが示された。 
・ Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は、細胞増殖に関する悪性形質を軽減することが示
された。 
・ in vivo においても、コネキシン 32 は、Caki-2 細胞の腫瘍形成能を有意に抑制することが
示された。 
・ Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は、Cyclin D 発現抑制を介して G1 arrest を引き起
こし、細胞増殖を制御していることが示唆された。 
・ Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制機構の一つとして、Src および HER2 活性化
抑制を介した生存・増殖シグナル制御の可能性が考えられた。 
・ Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の Src/HER2 活性化制御は、GJIC に非依存的なコネキ
シンの癌抑制機能であることが示唆された。 
・ Caki-2 細胞において、コネキシン 32 と PP1 または PKI-166 を併用することにより、癌抑
制効果が増強されることが示された。 
・ Caki-2細胞におけるコネキシン 32とPP1またはPKI-166 を併用することによる癌抑制効
果の増強は、主にアポトーシス誘導に起因することが示された。 
・ Caki-2細胞におけるコネキシン 32とPP1またはPKI-166 を併用することによる癌抑制効
果の増強は、GJIC の機能に一部関与していることが示唆された。 
・ Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 と PP1 を併用することによる癌抑制効果の増強は、一
部、Src-STAT3 シグナル経路の活性化抑制に起因する可能性が示された。 
・ in vivo においても、PP1 は、Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制効果を増強する
ことが示唆された。 
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第 2 章 
転移性腎細胞癌株(Caki-1)におけるコネキシン 32 遺伝子の 
癌抑制機能の解明およびコネキシン 32 遺伝子を用いた治療の検討 
 
緒言 
 
転移性腎細胞癌患者の治療予後は極めて悪く、現行の治療法は必ずしも有効でない。早期に見
つかった場合の臨床経過は手術適用により比較的良好であるが、腎細胞癌は初診時すでに全患者
の約 30％に転移があり、転移のなかった患者の約40％は原発巣除去後に遠隔転移を生じる（84）。
このように転移性腎細胞癌に対する新しい効果的な治療法を確立することは、臨床癌治療におい
て解決されるべき緊急の課題である。 
前章にて、原発性腎細胞癌株（Caki-2 細胞）においては、コネキシン 32 遺伝子が癌抑制遺伝
子として作用していることが明らかとなった。このことから、コネキシン 32 遺伝子は、転移性腎
細胞癌においても癌抑制遺伝子として作用する可能性が考えられる。しかし、コネキシン遺伝子
は、ある種の原発癌特異的に癌抑制効果を示すことは既に確立されているが、進行性転移癌にお
ける役割は明らかになっていない。そして、進行性転移癌におけるコネキシン遺伝子の機能は、
非常に限られていると考えられている（85，86）。けれども、以前の研究において、肝癌の正常
母体細胞に発現しているコネキシン 26 が肝癌に対し癌抑制遺伝子として作用し、癌転移の過程に
関わる細胞浸潤を阻害することが示されている（46）。この報告から、癌細胞の正常母体細胞に発
現し、原発癌において癌抑制効果を示すコネキシン遺伝子は、進行性転移癌においても癌抑制遺
伝子として作用する可能性が考えられる。 
そこで、本研究では、原発性腎細胞癌において癌抑制遺伝子として作用することが明らかとな
ったコネキシン 32 遺伝子が、転移性腎細胞癌においても癌抑制遺伝子として作用するか検討し、
転移性腎細胞癌に対するコネキシン 32 の癌抑制機能を活かした新たな治療法開発の可能性を探
ることを目的とし、種々の検討を行った。 
 57 
第 1 節 転移性腎細胞癌株(Caki-1)へのコネキシン 32 遺伝子の導入 
 
2-1-1 実験方法 
【細胞株】 
・ Caki-1（既存のヒト転移性腎細胞癌株） 
Caki-1 は、American Type Culture Collection（ATCC）から購入した。 
（Caki-1W 細胞：Caki-1 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
 Caki-1T 細胞：Caki-1 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
・ RET（ヒト正常腎尿細管上皮細胞株） 
  RET は、Clonetics Co.から購入した。 
 
【使用薬物】 
細胞培養、コネキシン 32 遺伝子の導入、免疫組織法、Western blot analysis および Dye 
transfer assay に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【コネキシン 32 遺伝子の導入】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
  以下、Caki-1 細胞に発現ベクタ （ーpcDNA3, Invitrogen)のみを導入した細胞を Caki-1W 細
胞、コネキシン 32 遺伝子を導入した細胞を Caki-1T 細胞と表記した。 
 
【免疫組織法】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【Western blot analysis】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【Dye transfer assay】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
 
【統計処理】 
  データは、平均値±標準誤差として表記した。統計処理は、等分散データについては Student’s 
t-test 法を、非等分散データについては Welch’s t-test 法を用いて二群比較を行った。 
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2-1-2 結果 
Caki-1 細胞にコネキシン 32 を導入したことにより、コネキシン 32 が発現し、膜に局在、機能
することによる細胞間コミュニケーションの回復について検討した。 
 免疫組織法により検討した結果、Caki-1T 細胞において、赤色に染色された核の周囲に緑色に
染色されたコネキシン 32 の発現が確認できた。一方、Caki-1W 細胞においては、コネキシン 32
の発現は認められなかった（Fig. 2-1）。 
 Western blot analysis により検討した結果、Caki-1T 細胞において、コネキシン 32 の発現が
確認された。一方、Caki-1W細胞においては、コネキシン 32の発現は認められなかった（Fig. 2-2）。 
 Dye transfer assay により検討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞における細胞間
コミュニケーションの有意な増加が認められた（Fig. 2-3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Caki-1T Caki-1W 
Fig. 2-1  Localization of connexin 32 in Caki-1 cells. 
Immunofluorescent analysis was carried out by confocal microscopy. 
(Original magnification,×600) 
 
Cx32 
b-actin 
Fig. 2-2  Level of connexin 32 in Caki-1W, Caki-1T and RET cells. 
The level of connexin 32 was determined by Western bolt analysis. b-actin was used as a 
control to confirm equal protein loading. RET was used as a positive control to detect connexin 
32 expression. The results shown are representative of three independent experiments. (Cx32; 
connexin 32) 
 
RET Caki-1T Caki-1W 
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2-1-3 考察 
コネキシン 32 遺伝子は、転移性腎細胞癌においても癌抑制遺伝子として作用するか検討するた
め、代表的なヒト転移性腎細胞癌株である Caki-1 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入し、Caki-1
細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞（Caki-1T 細胞）および Caki-1 細胞に発現ベクター
のみを導入した細胞（Caki-1W 細胞）を樹立した。免疫組織法および Western blot analysis に
よりコネキシン 32 の発現を確認後、Dye transfer assay により細胞間コミュニケーションの回復
を確認した。 
免疫組織法により、Caki-1T 細胞において、コネキシン 32 の発現および細胞膜への局在が確認
された。さらに、Western blot analysis により、Caki-1T 細胞において、コネキシン 32 の発現
が確認された。また、Dye transfer assay により、Caki-1T 細胞において、細胞間コミュニケー
ションの回復が認められた。このことから、GJIC の機能を指標として考えた時、Caki-1T 細胞
において、コネキシン 32 の機能が回復していることが示唆された。
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Fig. 2-3  Restoration of connexin 32 dependent GJIC capacity in Caki-1 cells.  
GJIC capacity was estimated by Dye transfer assay. Date are expressed as mean±SEM.(n=20) 
Significantly different from the value of Caki-1W: *,p<0.05 
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第 2 節 転移性腎細胞癌株(Caki-1)におけるコネキシン 32 の悪性形質発現に対する  
影響 
 
2-2-1 実験方法 
【細胞株】 
・ Caki-1（既存のヒト転移性腎細胞癌株） 
（Caki-1W 細胞：Caki-1 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
Caki-1T 細胞：Caki-1 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
・ Caki-2 (既存のヒト原発性腎細胞癌株) 
（Caki-2W 細胞：Caki-2 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
Caki-2T 細胞：Caki-2 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
Caki-1 および Caki-2 は、American Type Culture Collection（ATCC）から購入した。 
 
【動物】 
  第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ PBS（GIBCO） 
・ BD MATRIGEL TMMATRIX（BD Biosciences） 
・ BSA（岩井化学薬品(株)） 
・ MTT 溶液（SIGMA） 
・ DMSO（SIGMA） 
・ Formalin（Wako） 
ただし、細胞培養に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に、Anchorage independency および
in vivo tumorigenicity に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に、siRNA 処理に使用した薬剤は、
第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Population doubling time】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Saturation density】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Anchorage independency】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
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【Cell invasion assay】 
PBS と BD MATRIGEL TMMATRIX を 1：1 に混ぜ、cell culture insert に 100μL ずつ入れ
た。5％ CO2、37℃で 2 時間インキュベーションし、コーティングを行い、クリーンベンチ内
で Over Night 風乾した。Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞をそれぞれ 1×105 cells/100μL 
McCoy’s 5A medium modified＋0.1％ BSA になるように調製した。cell culture insert に
McCoy’s 5A medium modified＋0.1％ BSA を 400μL ずつ入れ、その上から調製した細胞を
100μL ずつ入れた。アトラクタントとして Caki-1W 細胞を培養していた培地の上層を用い、
培地の上層＋0.1％ BSA を 24 穴プレートに 500μL/well ずつ入れた。24 穴プレートに cell 
culture insert を装着し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。 
cell culture insert に残っている細胞を PBS で湿らせた綿棒で取り除き、PBS 100μL で洗
浄した。24穴プレートの新しいwellにMcCoy’s 5A medium modified 200μLと5 mg/mL MTT
溶液 20μL を入れた。そこに cell culture insert を装着し、室温で 5 分間インキュベーション
した。24 穴プレートの新しい well に DMSO 1 mL 入れ、cell culture insert を装着し、室温で
10 分間インキュベーションした。分光光度計（BECKMAN）を用い、波長 570 nm で吸光度
を測定した。 
 
【siRNA 処理】 
操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【in vivo tumorigenicity】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
ただし、細胞懸濁液は 1.3×107 cells/0.3 mL になるように調製し、ヌードマウスの背中にそ
れぞれ 0.3 mL ずつ注入した。6 週間後、実験を終了し、腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍サンプ
ルは、HE 染色に用いた。 
 
【HE 染色】 
摘出した腫瘍を 20％ Formalin で固定し、パラフィン包埋を行った。4μm 切片を作製し、
プレパラートにマウント後、脱パラフィン、脱水処理を行った。その後、HE 染色を行い、組
織学的な観察を行った。 
 
【統計処理】 
  第 1 章 第 3 節に従った。 
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2-2-2 結果 
Caki-1 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入したことによる悪性形質の変化について in vitro お
よび in vivo において検討した。 
Population doubling time について検討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞の
Population doubling time は有意に長いことが示された（Fig.2-4(A)）。Saturation density につ
いて検討した結果、Caki-1W 細胞は無秩序に増殖可能であり、飽和密度状態での Caki-1T 細胞の
細胞数は、Caki-1W 細胞の細胞数よりも有意に少ないことが示された（Fig.2-4(B)）。Anchorage 
independency について検討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、足場のない状態での Caki-1T 細胞
の増殖能力は有意に低いことが示された（Fig. 2-4(C)）。 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞におけるコネキシン 32 の浸潤抑制効果について Cell 
invasion assay により検討した。その結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞の浸潤能は有意
に抑制されていることが示された。さらに、転移性腎細胞癌由来の Caki-1 細胞および原発性腎細
胞癌由来の Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の浸潤抑制効果について比較した。その結果、
Caki-1 細胞に比べ、Caki-2 細胞の浸潤能は低いことが示された。また、Caki-1 細胞に比べ、Caki-2
細胞におけるコネキシン 32の浸潤抑制効果はわずかであることが示された（Fig. 2-5(A)）。次に、
siRNA 処理により、コネキシン 32 の発現を抑制した条件下での Caki-1T 細胞の浸潤能について
評価した。まず、siRNA によりコネキシン 32 の発現が抑制されていることを Western blot 
analysis により確認した。その結果、siRNA 処理により、コネキシン 32 の発現は顕著に抑制さ
れていることが確認された（Fig. 2-5(C)）。コネキシン 32 の発現を抑制した条件下での Caki-1T
細胞の浸潤能について評価した結果、コネキシン 32 の発現を抑制することにより、Caki-1T 細胞
の浸潤能は有意に増強することが示された（Fig. 2-5(D)）。 
in vivoにおけるCaki-1W細胞およびCaki-1T細胞の腫瘍形成能について検討した。その結果、
Caki-1W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖は
有意に抑制されていることが示された（Fig. 2-6（A））。実験終了時のそれぞれの群の代表例を示
した。写真からも Caki-1W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞を移植したマ
ウスの腫瘍増殖が抑制されている様子が認められた（Fig. 2-6(B)）。また、摘出した腫瘍を用い
て HE 染色を行った結果、Caki-1W 細胞は、Clear cell 型の GradeⅢ（低分化型）の悪性度の高
い癌であることが示された。一方、Caki-1T 細胞は、著しく退縮しており、細胞の生存率は極端
に低いことが確認された（Fig. 2-6（C））。 
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Fig. 2-4  Negative growth effects of connexin 32 in Caki-1 cells.  
Population doubling time (A), Saturation density (B) and Anchorage independency (C) of 
Caki-1W and Caki-1T cells. Date are expressed as mean±SEM.(n=3) Significantly different 
from the value of Caki-1W: *,p<0.05 
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Connexin 32 siRNA Sense:5’-AAGAGGCACAAGGTCCACATCdTdT-3’ Anti-sense:5’-GAUGUGGACCUUGUGCCUCUUdTdT-3’ 
Non specific siRNA Sense:5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’ Anti-sense:5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT-3’ 
Fig. 2-5  Suppressive effect of connexin 32 on early stages of metastasis in Caki-1 cells.  
(A) Cell invasion assay was performed using a Matrigel invasion chamber. The invasion index 
(%) was determined as the number of invasive cells divided by the number of invasive and 
non-invasive cells×100. Date are expressed as mean±SEM.(n=3) Significantly different from 
the value of Caki-1W: *,p<0.05 (B) siRNA sequences used in this study. (C) Connexin 32 gene 
was downregulated by siRNA for connexin 32. At 48 hr after siRNA treatment, the level of 
connexin 32 was determined by Western bolt analysis. (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; 
nonspecific control siRNA treatment, siRNA; siRNA for connexin 32 treatment, Cx32; connexin 
32) (D) At 48 hr after siRNA treatment, Cell invasion assay was carried out. The invasion index 
(%) was determined as the number of invasive cells divided by the number of invasive and 
non-invasive cells×100. Date are expressed as mean±SEM.(n=3) Significantly different from 
the value of Caki-1T(Control): *,p<0.05 (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; nonspecific 
control siRNA treatment, siRNA; siRNA for connexin 32 treatment) 
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Fig. 2-6  Negative growth effect of onnexin 32 in Caki-1 cells after s.c. implantation into nude 
mice.  
(A) Tumors were measured once a week. Tumor size was calculated from the formula of 0.5×a
×b2 (a: long diameter, b: short diameter) and expressed in mm3. Each curve represents the 
mean tumor volume in each group.(n=3) Vertical bars represent SEM. Significantly different 
from the value of Caki-1W: *,p<0.05 (B) Representative mice in each group. (Left; Caki-1T cells 
s.c. xenografts in nude mouse, Right; Caki-1W cells s.c. xenografts in nude mouse) (C) At the 
end of this experiment, tumors were carefully removed after killing, fixed with 20% formalin, 
and embedded in paraffin. Paraffin sections, 4 mm thick, were stained with hematoxylin and 
eosin for histopathological examination. (Original magnification,×40) 
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2-2-3 考察 
Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の細胞増殖抑制機能について検討した。in vitro において検
討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞の細胞増殖および足場非依存性増殖は有意に抑
制されていることが示された。さらに、Caki-1T 細胞において、癌の悪性形質正常化の指標の一
つである接触阻害の回復が認められた。このことから、Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は
癌細胞が示すいくつかの悪性形質の発現を軽減することが示唆された。 
浸潤・転移という現象は、癌の悪性度を規定する癌特有の性質である（87）。転移は悪性癌の特
徴であり、癌患者の生命を最も脅かす病態であるため、転移を抑えることが癌治療の重要なポイ
ントとなる（88）。そこで、コネキシン 32 の浸潤能に対する影響について、in vitro において検
討した。その結果、コネキシン 32 により、Caki-1 細胞の浸潤能が有意に抑制されていることが
示された。さらに、転移性腎細胞癌由来の Caki-1 細胞および原発性腎細胞癌由来の Caki-2 細胞
におけるコネキシン 32 の浸潤抑制効果について比較した。その結果、Caki-1 細胞に比べ、Caki-2
細胞の浸潤能は低いことが示された。また、Caki-1 細胞に比べ、Caki-2 細胞におけるコネキシン
32 の浸潤抑制効果はわずかであることが示された。このことから、浸潤能は腎細胞癌の悪性度と
関連があり、より浸潤能の高い細胞株（Caki-1 細胞）において、コネキシン 32 は有意に浸潤を
抑制することが示唆された。癌の進行段階において、癌細胞が浸潤能を獲得するためにはいくつ
かのシグナル伝達系の変化が必要であることが報告されているが、コネキシン 32 は、転移性腎細
胞癌における細胞浸潤に関する主要なシグナル伝達系の変化を抑制する可能性が考えられた。コ
ネキシン 32 の浸潤抑制効果についてさらに確認するため、siRNA 処理によりコネキシン 32 の発
現を抑制した条件下での Caki-1T 細胞の浸潤能について評価した。その結果、コネキシン 32 の
発現を抑制することにより、Caki-1T 細胞の浸潤能は有意に増強することが示された。この結果
は、コネキシン 32 が Caki-1 細胞の浸潤能に対し抑制効果を示すという仮説を支持している。臨
床応用を考えた際、コネキシン 32 により癌細胞の浸潤を制御できるということは大変有用である
と考えられた。 
in vivo においても、コネキシン 32 遺伝子は、Caki-1 細胞において癌抑制遺伝子として作用す
るか否か検討した。その結果、Caki-1W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞
を移植したマウスの腫瘍増殖は、有意に抑制されていることが示された。また、摘出した腫瘍を
用いて HE 染色を行った結果、Caki-1W 細胞と Caki-1T 細胞では組織学的に異なっていることが
示された。Caki-1W 細胞は、Clear cell 型の GradeⅢ（低分化型）の悪性度の高い癌であった。
一方、Caki-1T 細胞は、著しく退縮しており、細胞の生存はほとんどと認められなかった。 
以上のことから、コネキシン 32 は、Caki-1 細胞において癌抑制遺伝子として作用しているこ
とが示唆された。進行性転移癌にコネキシン遺伝子を導入しても癌抑制効果を示さない、あるい
は癌をより悪性化させてしまうといった報告がなされているため（89）、今回の結果は、コネキシ
ン遺伝子の進行性転移癌に対する癌抑制機能の新たな一面を明らかにすることになると考えられ
た。
 67 
第 3 節 転移性腎細胞癌株(Caki-1)におけるコネキシン 32 の作用点に関する検討 
 
2-3-1 実験方法 
【細胞株】 
・ Caki-1（既存のヒト転移性腎細胞癌株） 
（Caki-1W 細胞：Caki-1 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
 Caki-1T 細胞：Caki-1 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
・ Caki-2（既存のヒト原発性腎細胞癌株） 
（Caki-2W 細胞：Caki-2 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
 Caki-2T 細胞：Caki-2 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
・ ACHN（既存のヒト原発性腎細胞癌株）    
（ACHN-W 細胞：ACHN 細胞に発現ベクターのみを導入した細胞、 
 ACHN-T 細胞：ACHN 細胞にコネキシン 32 遺伝子を導入した細胞） 
Caki-1、Caki-2 および ACHN は、American Type Culture Collection (ATCC)から購入し
た。 
 
【動物】 
  第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ 抗 Total-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospho-HER2 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Src 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospo-Src family 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospo-STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Total-MEK 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospho-MEK 抗体（Cell Signaling TECHNOLOGY） 
・ 抗 Cyclin D 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bax 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-xL 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-2 抗体（BD Biosciences） 
・ 18β-glycyrrhetinic acid（SIGMA） 
・ STAT3 siRNA（Qiagen） 
・ TBS（2 M Tris-HCl（pH7.2～7.6）＋ NaCl（Wako）） 
・ EDTA（GIBCO） 
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・ TNE buffer（1 M Tris-HCl（pH7.8）＋ 5％ NP-40（ナカライテスク）＋ 1 M NaCl    
＋ 0.1 M EDTA（pH8.0）＋ 100 mM PMSF（SIGMA）） 
・ Phosphatase inhibitor cocktail2（SIGMA） 
・ Protease inhibitor cocktail（SIGMA） 
・ ProteinG-sepharose（SIGMA） 
・ 可溶化 Buffer（0.5 M Tris-HCl（pH6.5）＋ 99％ Glycerol（SIGMA）＋ 10％ SDS（Wako）） 
・ 抗コネキシン 32 抗体（変異型コネキシン 32 検出用；コネキシン 32 の細胞質インタール
ープ部分を認識）（SIGMA） 
 ただし、細胞培養、Western blot analysis、Dye transfer assay、コネキシン 32 遺伝子の導
入に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に、siRNA 処理、Src activity assay、Dominant negative 
src cDNA の導入に使用した薬剤は、第 1 章 第 3 節に、Human VEGF assay に使用した薬剤
は、第 1 章 第 5 節に、in vivo tumorigenicity に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Western blot analysis】 
  飽和密度状態での検討：実験時 Confluent の状態になるように Caki-1W 細胞および Caki-1T
細胞を 6 cmプレートにそれぞれ播種し、10％ FCS添加McCoy’s 5A medium modifiedを用い、
5％ CO2、37℃で培養した。 
  18β-glycyrretinic acid 添加による検討：Caki-1T 細胞を 6 cm プレートに播種し、10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、      
5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid（特
異的 GJIC 阻害剤）2.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベ
ーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
   
【siRNA 処理】 
操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Dye transfer assay】 
    Caki-1T 細胞を 6 cm プレートに播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用
い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified
を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid（特異的 GJIC 阻害剤）2.5μM になるように薬剤
を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添
加した。 
操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
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【コネキシン 32 遺伝子の導入】 
  操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
  以下、ACHN 細胞にベクターのみを導入した細胞を ACHN-W 細胞、コネキシン 32 遺伝子
を導入した細胞を ACHN-T 細胞と表記した。 
 
【Src avtivity assay】 
  操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【変異型コネキシン 32 遺伝子の導入】 
    操作方法は、第 1 章 第 1 節のコネキシン 32 遺伝子の導入に従った。 
    以下、Caki-1 細胞に発現ベクター（pRC/RSV, Invitrogen）のみを導入した細胞を Mock 細
胞、pRC/RSV-deleted mutant of the Cx32 C-terminal tail を導入した細胞を Cx32-mutant 細
胞と表記した。 
 
【免疫沈降】 
Mock 細胞および Cx32-mutant 細胞を 6 cm プレートに播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A 
medium modified を用い、5％ CO2、37℃で培養した。細胞を TBS＋1 mM EDTA で洗浄後、
回収した。TNE buffer 100 mL、phosphatase inhibitor cocktail2 1 mL、protease inhibitor 
cocktail 1 mL を混合し、回収した細胞に上記の混合液を 1 mL 加え、細胞を溶解した。氷中に
60 分間放置した。4℃で 15,000rpm、30 分間遠心した。上清をサンプルとし、タンパク定量を
行った。タンパク定量は、DC Protein Assay System（BIO-RAD）を用い、行った。タンパク
定量の結果を用いて各サンプルのタンパク量が等量になるように調製後、 50 ％ 
proteinG-sepharose（TNE buffer で 50％（V/V）に懸濁して使用）20μL 加え、低温室にて      
1 時間インキュベーションした。4℃で 2,500rpm、5 分間遠心した。上清に抗 Src 抗体 1μg
加え、低温室にて 1 時間インキュベーションした。可溶化 Buffer 30μL 加え、攪拌後、95℃
の Water bath（SIBATA）で 3 分間インキュベーションした。これをサンプルとし、Western 
bolt analysis による解析を行った。Western bolt analysis の操作方法は、第 1 章 第 1 節に従
った。 
 
【Dominant negative src cDNA の導入】 
  操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Human VEGF assay】 
  操作方法は、第 1 章 第 5 節に従った。 
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【in vivo tumorigenicity】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 ただし、細胞懸濁液は 1.3×107 cells/0.3 mL になるように調製し、ヌードマウスの背中にそ
れぞれ 0.3 mL ずつ注入した。6 週間後、実験を終了し、腫瘍を摘出した。摘出した腫瘍サンプ
ルは、Western bolt analysis に用いた。また、血液を採取し、Human VEGF assay に用いた。 
 
【統計処理】 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
 
2-3-2 結果 
Caki-1 細胞において、コネキシン 32 が主に制御している増殖シグナル因子を特定するため、
種々の検討を行った。 
飽和密度状態において、生存・増殖シグナルを調節している主な因子の発現および活性化レベ
ルについて Western blot analysis により検討した。その結果、HER2、Src、STAT3、MEK の発
現レベルに関しては、Caki-1W 細胞と Caki-1T 細胞の間で違いは認められなかった。一方、活性
化レベルに関しては、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞において顕著に抑制されていることが
示された。また、Cyclin Dの発現もCaki-1T細胞において顕著に抑制されていることが示された。
アポトーシス誘導に関与する Bax、アポトーシス抑制に関与する Bcl-xL および Bcl-2 の発現に関
しては、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞において Bax の発現誘導と Bcl-xL の発現抑制が認
められた。一方、Bcl-2 の発現は、両細胞間でほとんど違いは認められなかった（Fig. 2-7）。 
siRNA 処理により、コネキシン 32 の発現を抑制した条件下での Src および HER2 活性化レベ
ルについて Western blot analysis により検討した。その結果、siRNA 処理により、コネキシン
32 の発現は顕著に抑制されていることが確認された。また、コネキシン 32 の発現を抑制するこ
とにより、Src の活性化は顕著に増強することが示された。一方、HER2 の活性化には、ほとん
ど変化が認められなかった（Fig. 2-8（B））。 
特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、Caki-1 細胞における GJIC の機能
を阻害した条件下での Src 活性化レベルについて評価した。まず、阻害剤により GJIC の機能が
阻害されていることを Dye transfer assay により確認した。その結果、阻害剤処理により細胞間
コミュニケーションの有意な低下が認められ、GJIC の機能は阻害されていることが確認された
（Fig. 2-9（A））。次に、GJIC の機能を阻害したことによる Src 活性化レベルの変化について
Western blot analysis により検討した。その結果、Src 活性化レベルに変化は認められなかった
（Fig. 2-9（B））。 
Caki-1 細胞、ACHN 細胞および Caki-2 細胞における Src 活性化レベルの違いについて検討し
た。まず、ACHN 細胞および Caki-2 細胞におけるコネキシン 32 の発現を Western blot analysis
により確認した（Fig. 2-10（A））。次に、各々の細胞における Src 活性化レベルについて検討し
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た。その結果、発現ベクターのみを導入した細胞（Caki-1W 細胞、ACHN-W 細胞および Caki-2W
細胞）に比べ、コネキシン 32 を導入した細胞（Caki-1T 細胞、ACHN-T 細胞および Caki-2T 細
胞）における Src の活性化は、有意に抑制されていることが示された。また、Src の活性化は、
Caki-1W細胞、ACHN-W細胞、Caki-2W細胞の順に増強していることが示された（Fig. 2-10（B））。 
C 末端が欠損している変異型コネキシン 32 を発現させた Caki-1 細胞（Cx32-mutant 細胞）を
確立し、コネキシン 32 の Src 活性化抑制機構について検討した。まず、Western blot analysis
により、Cx32-mutant 細胞における変異型コネキシン 32 の発現を確認した。また、変異型コネ
キシン 32 は、Src の発現および活性化に影響を与えないことが示された（Fig. 2-11（A））。次に、
抗 Src 抗体を用いて免疫沈降を行い、コネキシン 32 が Src と共沈降するか Western blot analysis
により検討した。その結果、Caki-1T 細胞において、コネキシン 32 は Src と共沈降していること
が示された。また、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞における Src の活性化は顕著に抑制され
ていることが示された。一方、Src の発現に違いは認められなかった（Fig. 2-11（B））。同様に、
Cx32-mutant 細胞を用い、変異型コネキシン 32 が Src と共沈降するか Western blot analysis に
より検討した。その結果、変異型コネキシン 32 と Src の共沈降は認められなかった。また、Mock
細胞と Cx32-mutant 細胞の間で、Src の発現および活性化にほとんど違いは認められなかった
（Fig. 2-11（C））。 
Src dominant negative mutant を用い、Src の活性化を阻害した条件下での STAT3 活性化レ
ベルについて検討した。まず、Caki-1 細胞における Dominant negative src cDNA の発現を
RT-PCR analysis により確認した。次に、Dominant negative src cDNA を導入した Caki-1 細胞
（Caki-1（DN-src））と発現ベクターのみを導入した Caki-1 細胞（Caki-1（Control））の Src 活
性化レベルについて検討した。その結果、Caki-1（Control）細胞に比べ、Caki-1（DN-src）細
胞における Src の活性化は有意に抑制されており、Dominant negative src cDNA は、Caki-1 細
胞において正常に作用していることが確認された（Fig. 2-12(B)）。続いて、Caki-1（DN-src）細
胞および Caki-1（Control）細胞における STAT3 の発現および活性化レベルについて、Western 
blot analysis により検討した。その結果、Caki-1（Control）細胞に比べ、Caki-1（DN-src）細
胞における STAT3 の活性化は、顕著に抑制されていることが示された。一方、発現レベルに違い
は認められなかった（Fig. 2-12(C)）。 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における VEGF 発現レベルについて、Human VEGF assay
により検討した。その結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞における VEGF の発現は有意に
抑制されていることが示された。一方、siRNA 処理によりコネキシン 32 の発現を抑制したとこ
ろ、VEGF の発現は有意に増強した（Fig. 2-13（B））。 
siRNA 処理により、STAT3 の発現を抑制した条件下での Caki-1T 細胞における VEGF 発現レ
ベルについて Human VEGF assay により検討した。まず、siRNA 処理により STAT3 の発現が
抑制されていることを Western blot analysis により確認した（Fig. 2-14（B））。次に、VEGF 発
現レベルについて検討した結果、STAT3 の発現を抑制することにより、Caki-1T 細胞における
VEGF の発現は有意に抑制されていることが示された（Fig. 2-14（C））。 
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マウス xenograft model を用い、腫瘍増殖およびヒト血清 VEGF 発現レベルについて検討した。
その結果、Caki-1W 細胞を移植したマウスの腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞を移植したマウスの
腫瘍増殖は、有意に抑制されていることが示された（Fig. 2-15（A））。また、Caki-1W 細胞を移
植したマウスの血清 hVEGF 発現レベルに比べ、Caki-1T 細胞を移植したマウスの血清 hVEGF
発現レベルは、有意に抑制されていた（Fig. 2-15（B））。さらに、マウスより摘出した腫瘍を用
い、Src および STAT3 の活性化レベルについて Western blot analysis により検討した。その結
果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞を移植したマウスから摘出した腫瘍において、Src およ
び STAT3 の活性化が顕著に抑制されていることが示された。一方、発現レベルに関しては、両因
子共に違いは認められなかった（Fig. 2-15（C））。 
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Fig. 2-7  Suppressive effects of connexin 32 on the activation of cell growth and survival 
signals under confluent cell culture status in Caki-1 cells.  
The level of each molecule was determined by Western blot analysis. The activation of each 
molecule was estimated from the level of each phosphorylated form. (HER2-P; phosphorylated 
form of HER2, Src-P; phosphorylated form of Src, STAT3-P; phosphorylated form of STAT3, 
MEK-P; phosphorylated form of MEK) 
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Fig. 2-8  Effects of siRNA inhibiting connexin 32 on the activation of Src and HER2 in Caki-1T 
cells.  
(A) siRNA sequences used in this study. (B) Connexin 32 gene was downregulated by siRNA for 
connexin 32. At 48 hr after the siRNA treatment, the level of each molecule was determined by 
Western blot analysis. The activation of Src and HER2 were estimated from the level of each 
phosphorylated form. (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; nonspecific control siRNA 
treatment, siRNA; siRNA for connexin 32 treatment, Cx32; connexin 32, Src-P; phosphorylated 
form of Src, HER2-P; phosphorylated form of HER2) 
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Non specific siRNA Sense:5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’ Anti-sense:5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT-3’ 
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Fig. 2-9  Effect of inhibiting GJIC on the activation of Src in Caki-1T cells. 
The cells were treated with 2.5 mM 18b-glycyrrhetinic acid (a specific inhibitor against GJIC) 
for 48 hr. Control was treated with DMSO. (A) GJIC capacity was estimated by Dye transfer 
assay. Date are expressed as mean±SEM.(n=20) Significantly different from the value of 
Caki-1T/Non: *,p<0.05 (Caki-1T/Non; DMSO treatment, Caki-1T/GA; 18b-glycyrrhetinic acid 
treatment) (B) The activation of Src was determined by Western blot analysis. The results 
shown are representative of two independent experiments. The activation of Src was estimated 
from the level of phosphorylated form of Src. (Caki-1T/Non; DMSO treatment, Caki-1T/GA; 
18b-glycyrrhetinic acid treatment, Src-P; phosphorylated form of Src)  
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Fig. 2-10  Suppresive effect of connexin 32 on Src activity in Caki-1, ACHN and Caki-2 cells. 
(A) The level of connexin 32 in ACHN-W, ACHN-T, Caki-2W and Caki-2T cells was determined by 
Western blot analysis. (Cx32; connexin 32) (B) Src activity was determined by Tyrosine Kinase 
Assay Kit for Colorimetric Detection. Date are expressed as mean±SEM.(n=4) Significantly 
different from the value of Caki-1W, ACHN-W and Caki-2W: *,p<0.05 
(B) (A) 
ACHN-W ACHN-T 
Cx32 
b-actin 
Caki-2W Caki-2T 
Fig. 2-11  Role of c-terminal tail of connexin 32 on the regulation of Src activity in Caki-1 cells. 
Caki-1 cells were transfected with pRc/RSV-deleted mutant of the connexin 32 c-terminal tail 
(Cx32-mutant) as well as empty pRc/RSV vector, as a control (Mock). In the deleted mutant of 
connexin 32, 69 amino acids of c-terminal tail in the connexin 32 gene were deleted. (A) The level 
of each molecule was determined by Western blot analysis. The activation of Src was estimated 
from the level of phosphorylated form of Src. (Src-P; phosphorylated form of Src) In order to 
detect the expression of the Cx32-mutant, Western blot analysis was performed using anti-Cx32 
antibody recognizing cytoplasmic loop domain. (B) Caki-1W and Caki-1T cells were lysed and 
immunoprecipitated with anti-Src antibody. The level of each molecule in the immunoprecipitates 
was determined by Western blot analysis. (Cx32; connexin 32, Src-P; phosphorylated form of Src) 
(C) Mock and Cx32-mutant cells were lysed and immunoprecipitated with anti-Src antibody. The 
level of each molecule in the immunoprecipitates was determined by Western blot analysis. 
Whole cell lysate (no-IP) prepared from Cx32-mutant cells was used as a positive control to detect 
the expression of Cx32-mutant. (Src-P; phosphorylated form of Src) 
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Fig. 2-12  Effect of dominant negative src cDNA (DN-src; a dominant-negative mutant of Src 
lacking the transactivation domain of Src) on the activation of STAT3 in Caki-1 cells.  
(A) The nucleotide sequences of specific primer for DN-src used in this study. (B) Src activity in 
Caki-1 cells transfected with DN-src. Src activity was determined by Tyrosine Kinase Assay Kit 
for Colorimetric Detection. Date are expressed as mean±SEM.(n=4) Significantly different from 
the value of Caki-1(Control): *,p<0.05 (Caki-1(Control); transfected with empty PGUE vector, 
Caki-1(DN-src); transfected with DN-src) (C) The activation of STAT3 was determined by 
Western blot analysis. The activation of STAT3 was estimated from the level of phosphorylated 
form of STAT3. (Caki-1(Control); transfected with empty PGUE vector, Caki-1(DN-src); 
transfected with DN-src, STAT3-P; phosphorylated form of STAT3)  
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Fig. 2-13  Effect of siRNA inhibiting connexin 32 on the expression of VEGF in Caki-1T cells. 
(A) siRNA sequences used in this study. (B) After Caki-1T cells were cultured for 24 hr after 
siRNA for connexin 32 treatment, the medium was changed and further 48 hr culture was 
performed. After that, the level of VEGF in the medium was determined by Human VEGF ELISA 
Kit. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-1W: 
*,p<0.05, Significantly different from the value of Caki-1T(Control) and Caki-1T(NSsiRNA): 
*,p<0.05 (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; nonspecific control siRNA treatment, siRNA; 
siRNA for connexin 32 treatment) 
Connexin 32 siRNA Sense:5’-AAGAGGCACAAGGTCCACATCdTdT-3’ Anti-sense:5’-GAUGUGGACCUUGUGCCUCUUdTdT-3’ 
Non specific siRNA Sense:5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUdTdT-3’ Anti-sense:5’-ACGUGACACGUUCGGAGAAdTdT-3’ 
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Fig. 2-14  Effect of siRNA inhibiting STAT3 on the expression of VEGF in Caki-1T cells. 
 (A) siRNA sequences used in this study. (B) After Caki-1T cells were cultured for 24 hr after 
siRNA for STAT3 treatment, the medium was changed and further 48 hr culture was performed. 
After that, the level of STAT3 was determined by Western bolt analysis. (Control; vehicle 
treatment, NSsiRNA; nonspecific control siRNA treatment, siRNA; siRNA for STAT3 treatment) 
(C) The level of VEGF in the medium was determined by Human VEGF ELISA Kit. Date are 
expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-1T(Comtrol): 
*,p<0.05 (Control; vehicle treatment, NSsiRNA; nonspecific control siRNA treatment, siRNA; 
siRNA for STAT3 treatment) 
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2-3-3 考察 
原発性腎細胞癌において、コネキシン 32 は、Src/HER2 活性化を抑制することにより細胞増殖
抑制効果を示すことが明らかとなった（第 1 章 第 3 節）。また、Src と HER2 の相互作用が、い
くつかの癌細胞の悪性形質発現に寄与していると報告されている（90）。そのため、Caki-1 細胞
において、コネキシン 32 は、Src/HER2 およびその下流に位置する生存・増殖因子を制御してい
るか検討した。 
飽和密度状態において、生存・増殖シグナルを調節している主な因子の発現および活性化レベ
ルについて Western blot analysis により検討した。その結果、Caki-1 細胞において、コネキシ
ン 32 は、Src、HER2 およびその下流に位置すると考えられている STAT3、MEK の活性化を顕
著に抑制していることが示された。一方、それらの因子の発現レベルに変化は認められなかった。
また、コネキシン 32 は、Cyclin D の発現も抑制していることが示された。このことから、Caki-1
細胞において、コネキシン 32 は、主に Src および HER2 の活性化抑制を介して、その下流の生
存・増殖シグナルを制御していることが推察された。さらに、抗アポトーシス因子（Bcl-xL）の
発現抑制およびアポトーシス誘導因子（Bax）の発現誘導が認められたことから、コネキシン 32
Src-P 
Total-Src 
b-actin 
STAT3-P 
Total-STAT3 
Cx32 
Caki-1T Caki-1W (C) 
Fig. 2-15  Negative growth effects of connexin 32 in Caki-1 cells after s.c. implantation into 
nude mice. 
(A) On day 43 after the implantation, tumors were carefully removed after killing, and the tumor 
size was determined. Tumor size was calculated from the formula of 0.5×a×b2 (a: long diameter, 
b: short diameter) and expressed in mm3. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly 
different from the value of Caki-1W: *,p<0.05 (B) The level of serum VEGF was determined by 
Human VEGF ELISA Kit. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from 
the value of Caki-1W: *,p<0.05 (C) The level of each molecule was determined by Western blot 
analysis. The results are representative of five independent experiments. The activation of Src 
and STAT3 were estimated from the level of each phosphorylated form. (Cx32; connexin 32, 
Src-P; phosphorylated form of Src, STAT3-P; phosphorylated form of STAT3)  
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によりアポトーシスが誘導されやすい状態になっていることが示唆された。 
Caki-1 細胞において、コネキシン 32 が Src および HER2 の活性化を抑制していることを明ら
かにするため、siRNA 処理により、コネキシン 32 の発現を抑制した条件下での Src および HER2
の活性化レベルについて検討した。その結果、コネキシン 32 の発現抑制は、Src および HER2
の活性化レベルに異なる影響を示すことが明らかとなった。コネキシン 32 の発現を抑制すること
により、Src の活性化は顕著に増強することが示された。一方、HER2 の活性化には、ほとんど
変化が認められなかった。このことから、Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は主に Src の活
性化を制御していることが示唆された。 
Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の Src 活性化制御は、GJIC の機能に関与しているか検討し
た。特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用いて検討した結果、GJIC 機能阻害に
よる Src 活性化レベルの変化は認められなかった。このことから、Caki-1 細胞において、GJIC
の機能は Src の活性化に影響を与えず、コネキシン 32 による Src 活性化制御は、GJIC の機能と
は無関係であることが示唆された。従来言われていた GJIC に依存したコネキシンによる発癌制
御に加えて、GJIC に非依存的なコネキシンの癌抑制機能があることは既に報告されているが
（47）、今回観察されたコネキシン 32 による Src 活性化制御は、GJIC に非依存的なコネキシン
の癌抑制機能の一つであることが示唆された。 
コネキシン 32 による Src 活性化制御が、他の腎癌細胞でも観察されることを確認するため、
ACHN 細胞および Caki-2 細胞における Src 活性化レベルについて検討した。その結果、どちら
の細胞においても、コネキシン 32 は、Src の活性化を有意に抑制することが示された。また、Src
活性化レベルは、Caki-1W 細胞、ACHN-W 細胞、Caki-2W 細胞の順に増加しており、Src の活
性化は、腎細胞癌の悪性化に直接的な関係があることが示唆された。このことから、コネキシン
32 による Src 活性化制御は腎細胞癌の悪性化抑制に寄与していることが推測され、治療において
非常に有用であると考えられた。 
コネキシン 43 は、GJIC の機能とは無関係に、コネキシン 43 の C 末端を介して Src の活性化
を制御していることが報告されている（22）。そのため、コネキシン 32 による Src 活性化制御も
コネキシン 32 の C 末端が関与しているのではないかと仮定し、C 末端が欠損している変異型コ
ネキシン 32 を発現させた Caki-1 細胞（Cx32-mutant 細胞）を確立し（91）、コネキシン 32 の
Src 活性化制御機構について検討した。抗 Src 抗体を用いて免疫沈降を行い、コネキシン 32 が
Src と共沈降するか Western blot analysis により検討した。その結果、Caki-1T 細胞においては、
コネキシン 32 と Src の共沈降が認められたが、Cx32-mutant 細胞においては、変異型コネキシ
ン 32 と Src の共沈降は認められなかった。また、変異型コネキシン 32 は、Caki-1 細胞における
Src の活性化を抑制しなかった。このことから、コネキシン 32 の C 末端は、コネキシン 32 と Src
の相互作用のために必要であり、コネキシン 32 は、コネキシン 32 の C 末端を介して Src の活性
化を制御していることが示唆された。 
癌細胞が増殖や転移を続けるために必要な栄養を獲得するためには血管新生が必須であり（92）、
腎細胞癌が血管新生に富む性質を持つことは広く知られている（80）。血管新生に富む腎細胞癌で
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は VEGF (vascular endothelial growth factor; 血管内皮増殖因子)の mRNA が増加している一
方、血管新生の低い腎細胞癌では VEGF の発現が低下していたという報告があり、VEGF は、腎
細胞癌において最も重要な血管新生促進物質の一つであると考えられている（81，82）。また、
SrcやSTAT3の活性化によりVEGFの過剰発現が誘導されるという報告があり（93‐95）、Caki-1
細胞においても、Src や STAT3 が VEGF の発現を調節している可能性が考えられる。さらに、
STAT3 は、腎細胞癌の poor diagnostic factor であることも知られている（96，97）。そこで、Src 
dominant negative mutant を用い、Src が STAT3 依存性シグナル経路の上流に位置しているか
検討した。その結果、Caki-1細胞にSrc dominant negative mutantを導入したことにより、STAT3
の活性化が抑制されていることが示された。このことから、Caki-1 細胞において、Src は STAT3
の上流に位置し、STAT3 の活性化を制御していることが示唆された。次に、Caki-1W 細胞および
Caki-1T 細胞における VEGF 発現レベルについて検討した。その結果、Caki-1W 細胞に比べ、
Caki-1T 細胞における VEGF の発現は有意に抑制されていることが示された。一方、siRNA 処理
によりコネキシン 32 の発現を抑制したところ、VEGF の発現は有意に増強した。このことから、
Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は VEGF の発現を制御していることが示唆された。そこで、
Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は Src-STAT3 シグナル経路を介して VEGF の発現を制御
しているか検討した。siRNA 処理により STAT3 の発現を抑制したところ、Caki-1T 細胞におけ
る VEGF の発現は有意に抑制された。以上の結果から、Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、
Src-STAT3 シグナル経路の不活性化により VEGF の発現を制御していることが示唆された。 
in vivo においても、コネキシン 32 は Src-STAT3-VEGF シグナル経路を介して Caki-1 細胞の
増殖を制御しているか確認するため、腫瘍増殖、ヒト血清 VEGF 発現レベルおよび Src-STAT3
シグナル経路の活性化レベルについて、マウス xenograft model を用い検討した。その結果、マ
ウス xenograft model における腫瘍増殖、ヒト血清 VEGF 発現レベルおよび Src-STAT3 シグナ
ル経路の活性化は相互に関連していることが示され、in vivo においても、コネキシン 32 は
Src-STAT3-VEGF シグナル経路の不活性化により細胞増殖を抑制していることが示唆された。 
細胞内非受容体型チロシンキナーゼの family である Src family キナーゼ（Src）は、組織に幅
広く発現しており、細胞接着、細胞増殖および細胞分化の制御のために重要な役割を果たしてい
る（98）。Src の活性化や過剰発現は、様々なタイプの癌において、浸潤、血管新生および抗癌剤
耐性に寄与しているという多くの報告が存在する（99）。また、Src は、腎細胞癌における悪性度
を決定するための主要な因子であることが報告されている（76）。これらの報告は、腎細胞癌を含
むほとんどの癌において、Src が治療標的になりうることを示している。今回、転移性腎細胞癌
におけるコネキシン 32 の癌抑制機能は、一部 Src の不活性化に基づいていることが示された。こ
のことから、コネキシン 32 は、転移性腎細胞癌に対する新たな治療法を確立するための重要な標
的分子であると考えられた。
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第 4 節 転移性腎細胞癌株(Caki-1)におけるコネキシン 32 と PP1 の併用効果に           
関する検討 
 
2-4-1 実験方法 
【細胞株】 
第 2 章 第 1 節に従った。 
 
【動物】 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【使用薬物】 
・ PP1（BIOMOL） 
・ DMSO（SIGMA） 
・ 18β-glycyrretinic acid（SIGMA） 
・ 抗 STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Phospo-STAT3 抗体（SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY） 
・ 抗 Cyclin D 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bcl-xL 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Bax 抗体（BD Biosciences） 
・ 抗 Src 抗体（Upstate biotechnology） 
・ 抗 Phospo-Src family 抗体（Upstate biotechnology） 
・ Lysis buffer（50 mM Hepes（pH7.5）（SIGMA）＋ 150 mM Nacl（Wako）＋ 10％ glycerol
（SIGMA）＋ 1 mM EDTA（Wako）＋ 1％ Triton X-100（Wako）＋ 10 mM β-glycerol 
phospate（SIGMA）＋ 0.1 mM sodium vanadate（SIGMA）＋ 1 mM NaF（SIGMA）
＋ 10 μg/mL leupeptin（SIGMA）＋ 10 μg/mL aprotinin（SIGMA）＋ 50 μg/mL 
4-(2-aminoethyl)-benzenesulfonyl fluoride hydrochloride （ SIGMA ） ＋  1 mM 
dithiothreitol fluoride hydrochloride（Wako）＋ 1 mM dithiothreitol（Wako）） 
ただし、細胞培養および Western blot analysis に使用した薬剤は、第 1 章 第 1 節に、WST-1 
assay および Src activity assay に使用した薬剤は、第 1 章 第 3 節に、Cell cycle analysis お
よび in vivo tumorigenicity に使用した薬剤は、第 1 章 第 2 節に、Caspase-3 activity assay
および DNA fragmentation assay に使用した薬剤は、第 1 章 第 4 節に、Human VEGF assay
に使用した薬剤は、第 1 章 第 5 節に、HE 染色に使用した薬剤は、第 2 章 第 2 節に従った。 
 
【WST-1 assay】 
  PP1 添加による検討：5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1；
0.01, 0.05, 0.1, 0.5μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 72 時間インキュベーシ
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ョンした。コントロールには DMSO を添加した。 
    PP1 および 18β-glycyrretinic acid 添加による検討：5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が 18β-glycyrretinic acid 1μM になるように薬剤を添加し、5％ 
CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。24 時間後、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium 
modified を用い、最終濃度が PP1 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で      
72 時間インキュベーションした。コントロールには DMSO を添加した。 
  操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Cell cycle analysis】 
  Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ 2×105 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。
24 時間後、それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終
濃度が PP1 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーション
した。コントロールには DMSO を添加した。 
  操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
 
【Caspase-3 activity assay】 
  操作方法は、第 1 章 第 4 節に従った。 
  ただし、最終濃度が PP1 0.1μM になるように薬剤を添加した。 
 
【DNA fragmentation assay】 
  操作方法は、第 1 章 第 4 節に従った。 
ただし、最終濃度が PP1 0.1μM になるように薬剤を添加した。 
 
【Morphological change】 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞を 10 cm プレートにそれぞれ 1×106 cells/plate 播種し、
10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。
24 時間後、それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終
濃度が PP1 0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーショ
ンした。コントロールには DMSO を添加した。 
 
【Src activity assay】 
  Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞を 6 cm プレートに 1×106 cells/plate 播種し、10％ FCS
添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、
それぞれのプレートに 5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1 
0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。コン
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トロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 3 節に従った。 
 
【Western blot analysis】 
  Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞を 6 cm プレートにそれぞれ播種し、10％ FCS 添加
McCoy’s 5A medium modified を用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、それ
ぞれのプレートに、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1    
0.1μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 24 時間インキュベーションした。コン
トロールには DMSO を添加した。 
操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。 
   
【Hypoxic condition】 
    Hypoxic condition（0.5％ O2, 5％ CO2）は、AnaeroPack system（Mitsubishi Gas Chemical 
Co. Inc.）を用い、行った。 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞を 6 cm プレートに それぞれ 1×106 cells/plate、96 穴プ
レートにそれぞれ 1×104 cells/well 播種し、10％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を
用い、5％ CO2、37℃で 24 時間培養した。24 時間後、角型ジャーにそれぞれのプレートとガ
ス濃度調節剤（AnaeroPack for Cell）を入れ、蓋をして、室温で 48 時間インキュベーション
した。 
48 時間後、6 cm プレートは Wester blot analysis に、96 穴プレートは WST-1 assay に使用
した。Western blot analysis の操作方法は、第 1 章 第 1 節に従った。ただし、回収した細胞
は、Lysis buffer 1 mL に溶解した。また、WST-1 assay の操作方法は、第 1 章 第 3 節に従っ
た。ただし、5％ FCS 添加 McCoy’s 5A medium modified を用い、最終濃度が PP1；0.5, 1.0, 
5.0μM になるように薬剤を添加し、5％ CO2、37℃で 48 時間インキュベーションした。 
 
【in vivo tumorigenicity】 
操作方法は、第 1 章 第 2 節に従った。 
ただし、細胞懸濁液は 1.3×107 cells/0.3 mL になるように調製し、ヌードマウスの背中にそ
れぞれ 0.3 mL ずつ注入した。5 週間後、実験を終了し、腫瘍を摘出し、腫瘍重量を測定した。
その後、摘出した腫瘍サンプルは HE 染色に用いた。また、血液を採取し、Human VEGF assay
に用いた。 
 
【マウスの薬物処置】 
  PP1 20 mg/kgをDMSOに懸濁し、細胞移植 14日後より 3週間、マウス体重あたり 0.1 mL/20 
g ずつ 1 週間に 3 回腹腔投与した。 
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【Human VEGF assay】 
操作方法は、第 1 章 第 5 節に従った。 
 
【HE 染色】 
操作方法は、第 2 章 第 2 節に従った。 
 
【統計処理】 
第 1 章 第 2 節に従った。 
 
 
2-4-2 結果 
コネキシン 32 と Src family チロシンキナーゼ阻害剤である PP1 を組み合わせることにより、
転移性腎細胞癌に対し、より強力な癌抑制効果を得ることができるか検討を行った。 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞に対する PP1 の殺細胞効果について WST-1 assay により検
討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認
められた。PP1 濃度 0.01～0.5μM では、その違いは有意なものであった（Fig. 2-16）。 
Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた要
因を明らかにするため、細胞周期制御およびアポトーシス誘導に関する PP1 の効果について検討
した。 
PP1 が細胞周期に影響を及ぼしているか検討するため、FACS による細胞周期の解析を行った。
その結果、Caki-1W細胞におけるコントロール 0時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 79.75％、
S 期が 19.75％、G2/M 期が 0.50％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1
期が 47.18％、S 期が 37.80％、G2/M 期が 15.02％であり、PP1 処理 24 時間後の細胞周期の分
布割合は G1 期が 53.46％、S 期が 32.87％、G2/M 期が 13.67％であった。一方、Caki-1T 細胞
におけるコントロール 0 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 74.66％、S 期が 18.14％、G2/M
期が 7.19％であり、コントロール 24 時間後の細胞周期の分布割合は G1 期が 65.11％、S 期が
23.30％、G2/M期が 11.60％であり、PP1処理24時間後の細胞周期の分布割合はG1期が 84.16％、
S 期が 5.55％、G2/M 期が 10.29％であった（Fig. 2-17（A））。また、アポトーシスマーカーであ
る sub G1 の割合は、Caki-1W 細胞において、コントロール 0 時間後は 0.20％、コントロール 24
時間後は 0.38％、PP1 処理 24 時間後は 2.05％であった。一方、Caki-1T 細胞において、コント
ロール 0 時間後は 0.59％、コントロール 24 時間後は 2.27％、PP1 処理 24 時間後は 8.33％であ
った（Fig. 2-17（B））。 
Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞におけるアポトーシス誘導に関する PP1 の効果について検
討した。Caspase-3 activity assay による検討の結果、Caki-1T 細胞において、PP1 処理による
時間依存的な Caspase-3 活性の増加が認められ、Caki-1T 細胞（Control）と Caki-1T 細胞（PP1
処理）を比較したところ、Caki-1T 細胞（Control）に比べ、Caki-1T 細胞（PP1 処理）の Caspase-3
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活性は有意に増加していた。また、48 時間後の Caki-1W 細胞（PP1 処理）と Caki-1T 細胞（PP1
処理）を比較したところ、その違いは有意なものであった（Fig. 2-18(A)）。DNA fragmentation 
assay による検討の結果、Caki-1T 細胞において、PP1 処理による時間依存的な DNA 
fragmentation の増加が認められ、Caki-1T 細胞（Control）と Caki-1T 細胞（PP1 処理）を比
較したところ、Caki-1T 細胞（Control）に比べ、Caki-1T 細胞（PP1 処理）の DNA fragmentation
は有意に増加していた。また、48 時間後の Caki-1W 細胞（PP1 処理）と Caki-1T 細胞（PP1 処
理）を比較したところ、その違いは有意なものであった（Fig. 2-18(B)）。 
PP1 処理による Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞の形態学的な変化を観察した。その結果、
Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞において PP1 処理により萎縮ならびに脱着し、浮遊している
細胞が多く認められた（Fig. 2-19）。 
Caki-1W細胞に比べ、Caki-1T細胞においてより高い殺細胞効果が認められた要因としてGJIC
の機能が関与しているか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行
った。その結果、Caki-1W 細胞（PP1 処理）と Caki-1W 細胞（PP1＋GA 処理）の殺細胞効果に
違いは認められなかった。一方、Caki-1T 細胞（PP1 処理）に比べ、Caki-1T 細胞（PP1＋GA
処理）の殺細胞効果は有意に抑制されていた（Fig. 2-20）。 
 PP1 処理による Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における Src 活性化レベルの変化について
検討した。その結果、Caki-1W 細胞（Control）に比べ、Caki-1T 細胞（PP1 処理）、Caki-1T 細
胞（Control）、Caki-1W 細胞（PP1 処理）の順に Src の活性化が抑制されていることが示された。
また、Caki-1T 細胞（Control）に比べ、Caki-1T 細胞（PP1 処理）における Src の活性化は、有
意に抑制されていた（Fig. 2-21）。 
PP1 処理による Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における Src が制御しているシグナル因子
の発現および活性化レベルの変化について検討した。Western blot analysis により検討した結果、
STAT3 の発現に関しては、Caki-1W 細胞（Control）、Caki-1W 細胞（PP1 処理）、Caki-1T 細胞
（Control）および Caki-1T 細胞（PP1 処理）の間で違いは認められなかった。一方、活性化レ
ベルに関しては、Caki-1T 細胞（PP1 処理）、Caki-1T 細胞（Control）、Caki-1W 細胞（PP1 処
理）、Caki-1W 細胞（Control）の順に抑制されていることが示された。Cyclin D の発現は、Caki-1T
細胞（Control）および Caki-1T 細胞（PP1 処理）において同程度の抑制が認められた。また、
アポトーシス抑制に関与するBcl-xLの発現は、Caki-1T細胞（PP1処理）、Caki-1T細胞（Control）、
Caki-1W 細胞（PP1 処理）、Caki-1W 細胞（Control）の順に抑制されていることが示され、ア
ポトーシス誘導に関与する Bax の発現は、Caki-1T 細胞（PP1 処理）、Caki-1T 細胞（Control）、
Caki-1W 細胞（PP1 処理）、Caki-1W 細胞（Control）の順に増強されていることが示された（Fig. 
2-22）。 
 低酸素条件下、Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞に対する PP1 の殺細胞効果について検討し
た。まず、通常酸素条件下および低酸素条件下における Src 活性化レベルの違いについて Western 
blot analysis により検討した。その結果、通常酸素条件下に比べ、低酸素条件下では Caki-1W 細
胞および Caki-1T 細胞どちらにおいても Src の活性化が増強していることが示された。また、低
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酸素条件下、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞において Src の活性化が抑制されていることが
示された（Fig. 2-23(A)）。次に、PP1 の殺細胞効果について WST-1 assay により検討した結果、
低酸素条件下、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が
認められた。PP1 濃度 1.0～5.0μM では、その違いは有意なものであった（Fig. 2-23 (B)）。 
in vivo におけるCaki-1W 細胞およびCaki-1T 細胞に対するPP1の癌抑制効果について検討し
た。腫瘍容積について検討した結果、Caki-1W 細胞（Control）群の腫瘍容積に比べ、Caki-1T
細胞（Control）群および Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍容積は有意に減少していることが
示された。細胞移植 35 日後の腫瘍容積の平均値は、Caki-1W 細胞（Control）群では 585.45 mm3、
Caki-1W 細胞（PP1 処理）群では 343.29 mm3、Caki-1T 細胞（Control）群では 152.48 mm3、
Caki-1T 細胞（PP1 処理）群では 94.10 mm3であり、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍増殖が
最も抑制されていた（Fig. 2-24(A)）。腫瘍重量について検討した結果、Caki-1W 細胞（Control）
群の腫瘍重量に比べ、Caki-1T 細胞（Control）群および Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍重
量は有意に抑制されていることが示された。摘出した腫瘍重量の平均値は、Caki-1W 細胞
（Control）群では 0.606 g、Caki-1W 細胞（PP1 処理）群では 0.432 g、Caki-1T 細胞（Control）
群では 0.025 g、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群では 0.007 g であり、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群
の腫瘍増殖が最も抑制されていた（Fig. 2-24(B)）。実験終了時のそれぞれの群の代表例を示した。
写真からも Caki-1W 細胞（Control）群の腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞（Control）群および
Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍増殖が抑制されている様子が認められた（Fig. 2-24(C)）。血
清中 hVEGF 発現レベルについて検討した結果、Caki-1W 細胞（Control）群の血清中 hVEGF
発現レベルに比べ、Caki-1T 細胞（Control）群および Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の血清中 hVEGF
発現レベルは有意に抑制されていることが示された（Fig. 2-24(D)）。摘出した腫瘍を用いて HE
染色を行った結果、Caki-1W 細胞（Control）群の腫瘍からは、核の大きさが一様でなく、細胞
の形が不定形で、接触阻害が認められず多層化していること、さらに周囲との境が不明確でマウ
スの皮膚の結合組織を巻き込み浸潤している様子が観察された。この腫瘍は GradeⅢ（低分化型）
であると診断された。Caki-1W 細胞（PP1 処理）群の腫瘍からは、部分的に壊死を起こしている
様子が観察された。Caki-1T 細胞（Control）群の腫瘍からは、核が均一化しており、細胞接着面
が回復し多層化していないこと、マウスの皮膚の結合組織との境界面がはっきりしており、周囲
への浸潤は認められない様子が観察され、浸潤能が低いことが推測された。この腫瘍は GradeⅡ
（中分化型）であると診断された。Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍からは、腫瘍組織は認め
られず、全ての細胞が退縮し、壊死を起こしていることや細胞が潰れたことによると思われる炎
症性の細胞の遊走が認められること、皮膚の結合組織との境界面がはっきりしており、周囲への
浸潤は認められない様子が観察された（Fig. 2-24(E)）。一般毒性の指標として、それぞれの群の
薬物投与前と投与後の体重を測定した。その結果、Caki-1W 細胞群および Caki-1T 細胞群どちら
においても Control 群と PP1 処理群のマウスの体重増加率に有意な差は認められなかった（Fig. 
2-24(F)）。 
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Fig. 2-17  Effect of PP1 on cell cycle progression and induction of apoptosis in Caki-1W and 
Caki-1T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. Cell cycle 
analysis was performed by FACS. (A) Cell cycle distribution of Caki-1W and Caki-1T cells. (B) % 
of sub G1 population in cell cycle of Caki-1W and Caki-1T cells.  
Fig. 2-16  Suppressive effect of PP1 on cell viability in Caki-1W and Caki-1T cells.  
The cells were treated with PP1 at indicated each concentration for 72 hr, and subsequently cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from the value of Caki-1W at each treatment dose: *,p<0.05 (PP1 is a 
potent and selective inhibitor of src-family tyrosine kinases.)  
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Fig. 2-18  Effects of PP1 on Caspase-3 activity (A) and DNA fragmentation (B) in Caki-1W and 
Caki-1T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PP1 for 24 hr and 48 hr. Control was treated with DMSO. 
After the treatment, each assay was carried out. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) 
Significantly different from the value of Control in each clone: *,p<0.05, Significantly different 
from the value of Caki-1W（PP1）: *,p<0.05 
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Fig. 2-19  Effect of PP1 on induction of apoptosis in Caki-1W and Caki-1T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PP1 for 48 hr. Control was treated with DMSO. After the 
treatment, morphological observation was carried out by phase contrast microscopic analysis. 
These pictures are typically morphological changes in Caki-1W and Caki-1T cells treated with 
PP1. (Original magnification,×40) 
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Fig. 2-20  Effect of inhibiting GJIC on PP1 induced cytotoxicity in Caki-1W and Caki-1T cells.  
The cells were treated with 1 mM 18b-glycyrrhetinic acid (a specific inhibitor against GJIC) and 
then treated 24 hr later with 0.1 mM PP1 for 72 hr. Control was treated with DMSO. Cell 
viability was determined using WST-1 reagent. Date are expressed as mean±SEM.(n=6) 
Significantly different from the value of Control: *,p<0.05, Significantly different from the value 
of PP1: *,p<0.05 (GA; 18 b -glycyrrhetinic acid treatment)  
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Fig. 2-21  Suppressive effect of PP1 on Src activity in Caki-1W and Caki-1T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. After the 
treatment, Src activity was determined by Tyrosine Kinase Assay Kit for Colorimetric Detection. 
Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-1W 
(Control): *,p<0.05, Significantly different from the value of Caki-1T(Control) : *,p<0.05 
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Fig. 2-22  Suppressive effects of PP1 on the activation of Src-regulated signal molecules in 
Caki-1W and Caki-1T cells.  
The cells were treated with 0.1 mM PP1 for 24 hr. Control was treated with DMSO. After the 
treatment, the level of each molecule was determined by Western blot analysis. The results 
shown are representative of three independent experiments. The activation of STAT3 was 
estimated from the level of STAT3 phosphorylated form. (STAT3-P; phosphorylated form of 
STAT3) 
Fig. 2-23  Effects of hypoxic treatment on Src activity and PP1-induced cytotoxicity in Caki-1W 
and Caki-1T cells.  
(A) The hypoxic treatment was carried out for 48 hr. After the treatment, the activation of Src 
was determined by Western blot analysis. The results shown are representative of two 
independent experiments. The activation of Src was estimated from the level of Src 
phosphorylated form. (Src-P; phosphorylated form of Src) (B) The hypoxic treatment was carried 
out for 48 hr. After the treatment, the cells were treated with PP1 at indicated each 
concentration for 48 hr, and subsequently cell viability was determined using WST-1 reagent. 
Date are expressed as mean±SEM.(n=6) Significantly different from the value of Caki-1W at 
each treatment dose: *,p<0.05 
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Fig. 2-24  Negative effects of PP1 in Caki-1W and Caki-1T cells after s.c. implantation into nude 
mice.  
Caki-1W and Caki-1T cells were subcutaneously injected into the backs of each nude mouse. 
Mice were treated with PP1 (20 mg/kg body weight, i.p., three times a week) or DMSO for 3 
weeks. (A) Tumors were measured once a week. Tumor size was calculated from the formula of 
0.5×a×b2 (a: long diameter, b: short diameter) and expressed in mm3. Each curve represents the 
mean tumor volume in each group.(n=5) Vertical bars represent SEM. Significantly different 
from the value of Caki-1W(Control): *,p<0.05 (B) At 3 weeks after the start of PP1 treatment, the 
mice were killed, the solid tumors were rapidly removed and weighed. Date are expressed as 
mean ± SEM.(n=5) Significantly different from the value of Caki-1W(Control): *,p<0.05, 
Significantly different from the value of Caki-1T(Control): *,p<0.05 (C) Representative mice in 
each group. (a; Caki-1W cells s.c. xenograft in nude mouse from the control group, b; Caki-1W 
cells s.c. xenograft in nude mouse from the PP1 treatment group, c; Caki-1T cells s.c. xenograft in 
nude mouse from the control group, d; Caki-1T cells s.c. xenograft in nude mouse from the PP1 
treatment group) (D) At 3 weeks after the start of PP1 treatment, the blood was taken from nude 
mice bearing Caki-1W and Caki-1T cells and the level of serum VEGF was determined by 
Human VEGF ELISA Kit. Date are expressed as mean±SEM.(n=5) Significantly different from 
the value of Caki-1W(Control): *,p<0.05 (E) Histological profiles of tumors in nude mice 
implanted with Caki-1W and Caki-1T. (Original magnification,×200) At the end of this 
experiment, the removed tumors were fixed with 20% formalin, and embedded in paraffin. 
Paraffin sections, 4 mm thick, were stained with hematoxylin and eosin for histopathological 
examination. (F) Body weight was measured once a week. Date are expressed as the mean±
SEM.(n=5) 
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2-4-3 考察 
正常結腸組織に比べ、前癌状態の病変および結腸腺癌の大部分において、Src の活性化が 5～8
倍に増強し、Src 活性化レベルの違いは癌の進行と相関していることが報告されている（100）。
さらに、原発巣より採取した細胞に比べ、転移巣より採取した細胞において、Src の活性化が大
幅に増強されていることが報告されている（101）。これらの報告は、癌進行に伴い Src の活性化
が段階的に増強されており、段階的な Src 活性化レベルの増強は癌の進行に寄与していることを
示している。また、原発性腎細胞癌に比べ、転移性腎細胞癌における Src の活性化が増強されて
いることも観察されている（76）。それゆえ、Src は、他の癌と同様に腎細胞癌においても有力な
治療ターゲットであると考えられる。 
  前節までに、転移性腎細胞癌において、コネキシン 32 は癌抑制遺伝子として作用していること
が示された。また、転移性腎細胞癌におけるコネキシン 32 の癌抑制効果は主に Src 活性化抑制に
起因しており、コネキシン 32 は Src の活性化を抑制することにより、Src が制御している様々な
生存・増殖シグナル因子の発現または活性化を抑制していることが明らかとなった。しかし、転
移性腎細胞癌において、コネキシン 32 は細胞増殖抑制効果を示すのみで、殺細胞効果を示さなか
った。一方、Src の活性化を完全に阻害することができる Src の特異的な阻害剤は、Src が活性化
している癌細胞において効果的に殺細胞効果を示すことが報告されている（76）。それゆえ、コネ
キシン 32 による Src 不活性化に加え、Src family チロシンキナーゼ阻害剤である PP1 を用いて
さらに Src の活性化を阻害することにより、Caki-1 細胞に対するコネキシン 32 の癌抑制効果を
増強できるのではないかと仮定し、その可能性について検討を行った。 
    PP1 の癌抑制効果について WST-1 assay により検討した結果、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T
細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認められた。このことから、Caki-1 細胞におけ
る PP1 による Src 活性化阻害は、コネキシン 32 の癌抑制効果を増強することが示唆された。 
両細胞間における PP1 の癌抑制効果の違いは、細胞周期制御によるものか、若しくはアポトー
シス誘導によるものか検討するため、Cell cycle analysis、Caspase-3 activity assay および DNA 
fragmentation assay を行った。その結果、Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は G1 arrest
を引き起こすことが示された。また、PP1 は、Caki-1T 細胞における G1 arrest を増強させた。
さらに、Caki-1 細胞において、PP1 はアポトーシスを誘導することが示され、PP1 によるアポト
ーシス誘導はコネキシン 32 の発現により有意に増強されることが示された。以上の結果から、
Caki-1T 細胞における PP1 による癌抑制効果の増強は、細胞周期制御だけでなくアポトーシス誘
導にも起因していることが示唆された。 
両細胞間における PP1 の癌抑制効果に違いが認められた要因として GJIC の機能が関与してい
るか、特異的な GJIC 阻害剤（18β-glycyrrhetinic acid）を用い、検討を行った。その結果、GJIC
阻害剤処理により、Caki-1T細胞におけるPP1の殺細胞効果が抑制されることが示された。一方、
Caki-1W 細胞における PP1 の殺細胞効果には影響を与えなかった。このことから、Caki-1T 細胞
における PP1 の殺細胞効果の増強は、GJIC の機能に一部関与している可能性が示唆された。 
腎細胞癌において、Src は STAT3 の活性化を介して、その下流の細胞増殖・生存活性を制御し
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ているシグナル因子を活性化していることが報告されている（76）。また、STAT3 は腎細胞癌の
poor diagnostic factor であることが知られており（96）、転写因子として細胞周期の G1 期から S
期への移行に必要な Cyclin D や細胞のアポトーシス耐性に関与する Bcl-xL、血管新生に関与す
る VEGF の発現を増強し、逆に細胞周期の制御に必要な p21 の発現を抑制することによって癌細
胞の増殖・生存・浸潤・転移を促進すると考えられている（79, 95, 102, 103）。このことから、
Src によって制御される下流のシグナル因子の中で、特に STAT3 が腎細胞癌の悪性化に寄与して
いると考えられている。そこで、Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における PP1 による癌抑制
効果の違いは、Src-STAT3 シグナル経路の活性化状態と関連があるのではないかと仮定し、各々
の細胞における Src 活性化レベルおよび Src が制御しているシグナル因子の発現および活性化レ
ベルについて検討した。その結果、Src および STAT3 の活性化は、Caki-1T 細胞（PP1 処理）に
おいて最も抑制されていることが示された。Cyclin D および Bcl-xL の発現も Caki-1T 細胞（PP1
処理）において最も抑制されており、Bax の発現は Caki-1T 細胞（PP1 処理）において最も増強
されていることが示された。また、Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における Src の活性化、
STAT3 の活性化および細胞周期制御因子（Cyclin D）、抗アポトーシス因子（Bcl-xL）、アポトー
シス誘導因子（Bax）の発現変化は相互に関連していることが示された。このことから、Caki-1
細胞において、PP1 は、Src および STAT3活性化抑制によりCyclin D やBcl-xL の発現を抑制し、
また、Bax の発現を誘導することによりコネキシン 32 の癌抑制効果を増強していることが示唆さ
れた。前述した通り、アポトーシスは、Bcl-xL のような抗アポトーシス因子と Bax のようなアポ
トーシス誘導因子の発現変化により調節されている（70）。そのため、Bax に対する Bcl-xL の発
現割合の減少が、Caki-1T 細胞における PP1 による殺細胞効果の増強に寄与していると考えられ
た。以上の結果から、Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞における PP1 の癌抑制効果の違いは、
Src 活性化状態の違いに起因している可能性が示唆された。 
    低酸素状態は癌細胞および正常細胞のどちらにおいても有害な状態であるが、癌細胞は、低酸
素条件下でも生存・増殖できるよう発生学的な変化を受けている（104）。組織内の酸素濃度の減
少は癌細胞の増殖、浸潤および転移のために重要であり、低酸素条件下での Src の活性化は、低
酸素条件下で癌細胞が生存・増殖するために必要な因子を誘導する（105，106）。また、低酸素
状態の癌細胞は、様々な理由からほとんどの抗癌剤に抵抗性を示すことが報告されている。その
理由の一つとして、低酸素条件下で生存している癌細胞は p53 依存性のアポトーシス誘導に抵抗
性を示すため、抗癌剤に対する感受性が低下していることが上げられる（107）。これらの報告か
ら、癌細胞の低酸素適応能力を阻害することより、癌細胞の増殖を効果的に抑制することができ
ると考えられる。そこで、低酸素条件下、Caki-1W 細胞と Caki-1T 細胞では、Src 活性化レベル
および PP1 の癌抑制効果に違いが認められるか検討した。その結果、Caki-1W 細胞に比べ、
Caki-1T 細胞において低酸素誘導性の Src の活性化が抑制されていることが示された。また、低
酸素条件下、Caki-1W 細胞に比べ、Caki-1T 細胞においてより低濃度でより高い殺細胞効果が認
められた。このことから、コネキシン 32 は、Caki-1 細胞における低酸素条件下での Src の活性
化を抑制し、通常条件下と同様に低酸素条件下においても、Caki-1 細胞における PP1 の癌抑制効
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果を増強することが示唆された。低酸素条件下での Src の活性化は、Caki-1 細胞が低酸素状態に
適応するための主要な変化であると考えられ、コネキシン 32 による Src 不活性化に加え、PP1
を用いてさらに Src の活性化を阻害することは、低酸素条件下における Caki-1 細胞の生存・増殖
を制御するための効果的な手段であることが示唆された。 
in vivo においても、PP1 は、Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制効果を増強するか確
認するため、マウス xenograft model を用い、種々の検討を行った。腫瘍容積および腫瘍重量に
ついて検討した結果、Caki-1W 細胞（Control）群の腫瘍増殖に比べ、Caki-1T 細胞（Control）
群の腫瘍増殖は有意に抑制され、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群における腫瘍増殖が最も抑制され
ていることが示された。また、in vivo におけるコネキシン 32 の細胞増殖抑制効果は、PP1 の細
胞増殖抑制効果と比べて強いことが示された。このことから、コネキシン 32 は、Caki-1 細胞の
増殖を抑制するために Src 以外の他の標的因子に対しても作用していることが示唆された。考え
られる他のメカニズムとしては、コネキシン 32 による腎細胞癌の部分分化誘導作用がある。その
一例として、コネキシン 32 が腎上皮細胞の細胞接着に必要な Cadherin-6 の再発現を誘導し、細
胞間接触阻害機能を回復させることが挙げられる。このように、コネキシン 32 は、様々な癌抑制
機能により Caki-1 細胞の増殖を抑制していることが示唆された。低酸素条件下、全ての癌細胞は、
増殖や転移を続けるために必要な栄養を得るために血管新生を行わなければならない（108）。
VEGF は血管新生を誘導するための最も重要な因子であり、Src-STAT3 の活性化により発現誘導
されている（109）。前節（第 2 章 第 3 節）にて、コネキシン 32 が Src-STAT3-VEGF シグナル
経路を阻害することにより、マウス xenograft model における Caki-1 細胞の増殖を抑制している
ことが示された。そこで、in vivo における Caki-1W 細胞および Caki-1T 細胞に対する PP1 の癌
抑制効果の違いは VEGF 発現レベルに起因するのではないかと仮定し、マウス血清中 hVEGF 発
現レベルについて検討した。その結果、Caki-1W 細胞（Control）群に比べ、Caki-1T 細胞（Control）
群の hVEGF の発現は有意に抑制され、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群における hVEGF の発現が
最も抑制されていることが示された。さらに、摘出した腫瘍を用いて HE 染色を行った。その結
果、PP1 は腫瘍壊死を誘導することが示され、Caki-1T 細胞（PP1 処理）群の腫瘍からは、全て
の細胞が壊死を起こしている様子が観察された。以上の結果から、in vivo においても、PP1 は、
Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制効果を増強することが示唆された。 
in vitro および in vivo において、コネキシン 32 は Caki-1 細胞に対し殺細胞効果を示さなかっ
たが、コネキシン 32 と PP1 を組み合わせることにより、ほとんどの Caki-1 細胞に対し細胞死を
誘導することが示された。Src 活性化阻害剤が殺細胞効果または細胞増殖抑制効果を示すか否か
は Src 活性化レベルに依存することが報告されているが（76）、コネキシン 32 による Src 活性化
制御に加え、PP1 を用いてさらに Src の活性化を阻害することにより、効果的に Caki-1 細胞の
細胞死を誘導できると考えられた。 
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小活（2） 
 
・ Caki-1 細胞にコネキシン 32 を導入することにより、細胞間コミュニケーションが回復す
ることが示された。 
・ Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、細胞増殖に関する悪性形質を軽減することが示
された。 
・ コネキシン 32 は、Caki-1 細胞の浸潤能を有意に抑制することが示された。 
・ in vivo においても、コネキシン 32 は、Caki-1 細胞の腫瘍形成能を有意に抑制することが
示された。 
・ Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制機構の一つとして、主に Src 活性化抑制を介
した生存・増殖シグナル制御の可能性が考えられた。 
・ Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の Src 活性化制御は、GJIC に非依存的なコネキシンの
癌抑制機能であることが示唆された。 
・ コネキシン 32 は、Caki-2 細胞および ACHN 細胞においても Src の活性化を有意に抑制す
ることが示された。また、Src の活性化は、腎細胞癌の悪性化に直接的な関係があることが
示唆された。 
・ Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、コネキシン 32 の C 末端を介して Src の活性化を
制御している可能性が考えられた。 
・ Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、Src-STAT3 シグナル経路の不活性化により VEGF
の発現を抑制していることが示唆された。 
・ in vivo において、コネキシン 32 は、Src-STAT3-VEGF シグナル経路を阻害することによ
り、腫瘍増殖を抑制していることが示唆された。 
・ Caki-1 細胞において、コネキシン 32 と PP1 を併用することにより、癌抑制効果が増強さ
れることが示された。 
・ Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 と PP1 を併用することによる癌抑制効果の増強は、細
胞周期制御だけでなくアポトーシス誘導にも起因していることが示された。 
・ Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 と PP1 を併用することによる癌抑制効果の増強は、
GJIC の機能に一部関与していることが示唆された。 
・ Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 と PP1 を併用することによる癌抑制効果の増強は、一
部、Src-STAT3 シグナル経路の活性化抑制に起因する可能性が示された。 
・ Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、低酸素条件下での Src の活性化を抑制すること
が示された。また、低酸素条件下においても、コネキシン 32 と PP1 を併用することによ
り、癌抑制効果が増強されることが示唆された。 
・ in vivo においても、PP1 は、Caki-1 細胞におけるコネキシン 32 の癌抑制効果を増強する
ことが示唆された。 
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総括 
 
本研究では、腎細胞癌の新たな治療法の確立を目的として、コネキシン 32 の癌抑制機能および
コネキシン 32 の癌抑制効果を増強する薬剤との併用効果について検討を行った。 
その結果、Caki-2 細胞において、コネキシン 32 は、Src および HER2 活性化抑制を介して下
流の生存・増殖シグナルを制御し、G1 arrest を引き起こすことによって細胞増殖を抑制すること
が示唆された。また、HER2/HER1 阻害剤である PKI-166 および Src family チロシンキナーゼ
阻害剤である PP1 は、アポトーシスを誘導することによりコネキシン 32 の癌抑制効果を増強す
ることが示された。一方、 Caki-1 細胞において、コネキシン 32 は、Src-STAT3-VEGF シグナ
ル経路を阻害することにより、腎細胞癌における進行・転移に関わる悪性形質発現を制御してい
ることが示唆された。また、PP1 は、細胞周期の制御だけでなくアポトーシスを誘導することに
より、コネキシン 32 の癌抑制効果を増強することが示された。以上のことから、コネキシン 32
による Src 不活性化に加え、PP1 を用いてさらに Src の活性化を阻害することは、Caki-2 細胞お
よび Caki-1 細胞において癌抑制効果を発揮するために効果的であり、組織特異的な癌抑制機能を
有するコネキシン 32 と PP1 のような適切な抗癌物質の組み合わせによる治療は、ヒト腎細胞癌
に対する新たな治療法確立のための有用な戦略であると考えられた。 
 
Src の過剰発現および活性化は様々なタイプの癌において報告されており、Src は、腫瘍増殖、
血管新生、浸潤および転移において重要な役割を担っていると考えられている（75，110）。また、
癌の進行に伴い Src の活性化は徐々に増強するため、Src の活性化は癌の進行と悪性形質発現に
寄与していると報告されている（100）。本研究においても、低分化型の腎細胞癌株（Caki-1 細胞、
ACHN 細胞）における Src 活性化レベルは、高分化型の腎細胞癌株（Caki-2 細胞）における Src
活性化レベルよりも高いことが示され、腎細胞癌の進行に伴う Src 活性化レベルの増強は、進行
と転移に関わるいくつかの悪性形質発現に寄与していることが示唆された。また、Src シグナル
経路の下流に位置する因子の中で、STAT3 は、様々なタイプの癌において悪性化を引き起こす重
要な因子の一つとみなされている（111）。実際、腎細胞癌を含むいくつかの癌において、STAT3
の活性化は、それらの癌の予後の悪さと非常に関連している（112）。STAT3 は、細胞増殖、生存
および血管新生のための主要な遺伝子発現を誘導するため（78，96）、STAT3 の継続的な活性化
は、癌細胞の悪性化に必要な様々な因子を誘導することとなる。加えて、最近、Src は STAT3 の
活性化の他に、HIF-1（Hypoxia-inducible factor-1）の活性化を介して VEGF の発現を増加させ
ていることが報告された（113）。それゆえ、Src-STAT3 シグナル経路は、血管新生制御に基づく
癌治療において、有用な標的分子とみなされている（114，115）。本研究において、コネキシン
32 は Src-STAT3-VEGF シグナル経路を制御することによって、転移性腎細胞癌に対して癌抑制
効果を示すことが明らかとなった。以上のことから、コネキシン 32 は、転移性腎細胞癌に対する
新しい治療法を確立するための重要な標的分子であると考えられた。 
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上述したコネキシン 32 の癌抑制機能に加えて、コネキシン 32 は、腎細胞癌に対する新たな治
療法確立のための更なる利点を有している。一般的に、細胞内環境の恒常性を維持するため、近
隣の細胞間で分子量 1,500 以下の親水性分子が gap junction を介してやり取りされているが、コ
ネキシン遺伝子は、その gap junction の機能を介して癌抑制遺伝子として作用していることが広
く知られている（23）。最近の報告で、細胞死を誘導された膀胱癌細胞は gap junction を介して
隣接した細胞へ death signal を伝え、伝達された death signal により隣接した細胞もまたアポト
ーシスが誘導され、細胞死を引き起こすことが示された（74）。また、Bcl-2 の過剰発現のために
アポトーシス抵抗性を示すグリオーマ細胞においても、細胞死を誘導されやすい細胞と gap 
junction を介して結合することにより細胞死が誘導されることが報告された（116）。これらの報
告から、細胞死を誘導された細胞から周囲の生きている細胞へ gap junction を介して death 
signal が伝達されることにより、癌細胞を殺すために必要とされる抗癌剤の投与量を減らすこと
が可能であると考えられる。本研究においても、 gap junction の特異的な阻害剤              
（18β-glycyrrhetinic acid ）を用いて gap junction の機能を阻害したところ、Caki-1T 細胞お
よび Caki-2T 細胞における PP1 の殺細胞効果が部分的に弱まることが示された。それゆえ、gap 
junction に依存した機能（bystander effect）は、癌治療において効果的であると考えられた。 
コネキシン32の癌抑制機能に立脚した癌治療の臨床応用を考えた時、2つの方法が考えられる。
第一は、直接コネキシン遺伝子を導入する方法である。遺伝子治療を行うには未だ多くの基礎技
術の開発が必要であり、十分な導入効率で癌細胞を特異的に攻撃できるようなベクターは存在し
ないため、依然として十分な結果が得られていないのが現状である。しかし、コネキシン遺伝子
の持つ bystander effect には、必ずしも全ての癌細胞にコネキシン遺伝子が導入されなくとも治
療効果が得られるという利点があるため、現在の遺伝子治療の問題点である遺伝子導入効率の悪
さを補うことができ、臨床応用に期待がもてる（117）。また、コネキシン遺伝子と組み合わせる
ことにより、より強力な殺細胞効果を得ることのできる薬剤を特定することができれば、コネキ
シン遺伝子の持つ bystander effect を活かし、従来の癌治療法に比べてより効率的で選択性の高
い癌治療が可能になると考えられる。第二は、コネキシン 32 の発現抑制が、コネキシン 32 遺伝
子のプロモーター領域のメチル化に依存していることに着目し、脱メチル化剤によりコネキシン
32 の発現を回復させる方法である。実際、in vitro および in vivo において、脱メチル化剤により
いくつかの腎癌細胞でのコネキシン 32 の発現回復を確認している。しかしながら、脱メチル化剤
単独では、コネキシン 32 の癌抑制機能が期待できるレベルまでコネキシン 32 を回復させること
が困難な場合が想定される。その場合は、脱メチル化剤とヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の併
用（エピジェネティック療法）が有効と考えられる（118）。すでに、5-aza-2’-deoxycytidine（DAC，
5-aza-dC，Decitabine®）と phenyyl-butyrate などのヒストン脱アセチル化酵素阻害剤を組み合
わせた治療の試みが始まっており、その成果に関心が寄せられる。メチル化は癌細胞に選択的な
治療ターゲットであるため、今後、メチル化により転写抑制された癌抑制遺伝子の再活性化を目
指し、より有効な脱メチル化剤の開発が進められていくものと考えられる。しかし、エピジェネ
ティックな異常を標的とする場合、正常では発現抑制されていた多くの遺伝子が再発現すること
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により起こる副作用を防ぐため、特定の遺伝子制御領域にターゲッティングする方法の開発ある
いは、特定のヒストン脱アセチル化酵素に特異的に作用する阻害剤の開発も必要である。今後、
さらなる検討が期待される。 
 
本研究において、コネキシン 32 による Src 不活性化に加え、薬理学的治療によりさらに Src
の活性化を抑制することにより、腎細胞癌における癌抑制効果が増強されることが示され、転移
性腎細胞癌に対する新たな治療法確立へとつながる可能性が示唆された。また、原発性腎細胞癌
においてもその有効性は示され、外科手術以外の新たな治療法としての可能性が考えられた。今
後、コネキシン遺伝子の癌抑制機能に立脚した治療法が発展し、臨床応用される日が来ることを
期待する。 
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最後に、様々な面でご協力いただき、精神的な面でも支えてくださいました友人、そして
あらゆる面で私の生活を支えてくださった両親に心より感謝を述べて、私の謝辞とかえさせ
ていただきます。 
 
 
2007 年 2 月 19 日 
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